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SAŽETAK 
 Stresni proteini (HSP) pripadaju skupini unutarstaničnih proteina koji su eksprimirani 
konstitutivno i kao odgovor na fizikalni odnosno biološki stres. U staničnom odgovoru na 
stres HSP imaju ulogu stabiliziranja proteina i peptida čime promoviraju preživljenje stanice. 
Hsp27 i Hsp70 inhibitori su različitih čimbenika apoptoze, dok je glavna uloga Hsp90 
osiguravanje aktivnost čimbenika uključenih u proliferaciju stanica. Sposobnost stresnih 
proteina da zaustave proces programirane stanične smrti i potaknu proliferaciiju predstavlja 
bitan aspekt njihove povezanosti s malignom proliferacijom.  
 Glavni cilj ovog istraživanja bio je procijeniti ulogu Hsp70 u zaštiti od programirane 
stanične smrti u tumorskim stanicama. U tom smislu ispitana je uloga inducibilnog oblika 
Hsp70 u fiziološkim i stresnim uvjetima. Hsp70, induciran stresom, pokazao je značajnu 
ulogu u zaštiti tumorskih stanica od stanične smrti izazvane staurosporinom. U svrhu 
utišavanja ekspresije Hsp70 pri fiziološkim uvjetima korištena je tehnologija koja počiva na 
RNA interferenciji, specifičnoj razgradnji ciljne mRNA pomoću kratke siRNA uklopljene u 
nanočestice. Dizajnirane su kitozanske nanočestice za dostavu Hsp70 sljedno-specifične 
siRNA. U uvjetima in vitro kitozanske nanočestice pokazale su nisku toksičnost, učinkovito 
uklapanje Hsp70 siRNA te učinkovito utišavanje Hsp70. U staničnim linijama Jurkat i U251N 
utišavanje Hsp70 omogućeno pomoću Hsp70 siRNA uklopljene u kitozanske nanočestice, 
prouzročilo je smanjenje vijabilnosti ovih tumorskih staničnih linija.  
 U radu je ispitana i antitumorska učinkovitost istovremene inhibicije Hsp90, pomoću 
celastrola, i Hsp70 pomoću kitozanskih nanočestica s uklopljenom Hsp70 siRNA. 
Učinkovitost ovog pristup bila je značajna u dvodimenzionalnim modelima tumorskih 
staničnih linija, dok su u trodimenzionalnim modelima bile potrebne povećane koncentracije 
oba spoja/sustava kako bi se postiglo značajno smanjenje vijabilnosti tumorskih stanica.  
 Rad predstavlja temelje za daljnja istraživanja optimalnih nanosustava za dostavu 
sljedno-specifičnih siRNA za HSP te moguća ispitivanja istovremene inhibicije Hsp70 i 
Hsp90 u tumorskim modelima in vivo.  
 
Ključne riječi: tumor, stresni proteini, Hsp70, RNA interferencija, kitozanske nanočestice 
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SUMMARY 
 Stress proteins (HSP) are intracellular proteins expressed constitutively but can also be 
induced by various types of stress including environmental changes and non-stress conditions 
such as cell cycle, growth factors, development and differentiation. Under physiological 
conditions these proteins function as molecular chaperones that enable the function of 
different proteins. Hsp27 and Hsp70 appear to function at key regulatory control points in 
apoptotic process, whereas the major role of Hsp90 is protection from degradation for the 
major factors responsible for cell proliferation. The promotion of tumor cell survival is 
closely related to the ability of Hsp to inhibit programmed cell death during malignant 
proliferation. 
 The purpose and the main goal of the proposed study was to explore Hsp70's role in 
protection against programmed cell death in tumor cells. The role of stress induced Hsp70 and 
the role of Hsp70 within physiological levels was explored. Stress induced Hsp70 was found 
to efficiently protect tumor cells against cell death promoted with staurosporin. Hsp70 
silencing was accomplished using the technology based on RNA interference, specific 
degradation of mRNA after binding with siRNA delivered into the cells with nanoparticles. 
Chitosan based nanoparticles for Hsp70 siRNA delivery were prepared. These showed low 
toxicity, efficient siRNA entrapment and efficient Hsp70 silencing. In Jurkat and U251N cell 
lines Hsp70 silencing with Hsp70 siRNA delivered in chitosan nanoparticles significantly 
decreased cell viability. 
 The antitumor efficiency of simultaneous inhibition of Hsp90 with celastrol and Hsp70 
with chitosan nanoparticles entrapping Hsp70 siRNA was also explored. Significant reduction 
in cell viability was observed in two-dimensional cell cultures, while for the induction of 
comparable effect in three-dimensional cell cultures, U251N spheroids, higher concentration 
of both celastrol and Hsp70 siRNA were necessary.  
 The results of this work present important findings that could lead into the development 
of optimal delivery systems for siRNA and possible in vivo research of Hsp70/Hsp90 
inhibition approach. 
 
Keywords: tumor, stress proteins, Hsp70, RNA interference, chitosan nanoparticles 
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1.1. TUMORSKE STANICE I SPOSOBNOST ODOLIJEVANJA 
PROGRAMIRANOJ STANIČNOJ SMRTI 
 
1.1.1. Glavna obilježja tumorskog tkiva i tumorskih stanica 
 Tumor je patološka promjena koja nastaje kada zdrave stanice organizma započnu 
nekontroliran rast i razvoj. U ljudskom organizmu može se razviti čak 200 različitih vrsta 
tumora, budući da u tijelu postoji jednak broj različitih vrsta stanica. Tumor može nastati kao 
dobroćudna (benigna) tvorevina koja ne može metastazirati, ali može ipak imati negativne 
posljedice za ljudski organizam ili kao zloćudna (maligna) tvorevina, odnosno rak koja može 
metastazirati i dovesti do kobnih posljedica za zdravlje i konačno do smrti organizma. Prema 
podacima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO) u 
2008. godini rak je bio uzrok smrti u čak 7,6 milijuna osoba, a procjenjuje se da bi se ta 
brojka mogla udvostručiti do 2030. godine. Stoga je razumljivo da rak kao bolest predstavlja 
izrazit sociološki i ekonomski teret za ljudsko društvo.  
 Tijekom proteklih 20 godina brojnim istraživanjima usmjerenim prema nalaženju 
načina prevencije i liječenja ove bolesti utvrđeno je nekoliko obilježja zajedničkih različitim 
vrstama tumora: 
1) stalna proliferacija,  
2) neosjetljivost na signale za kontrolu rasta, 
3) odolijevanje staničnoj smrti, 
4) izlučivanje proupalnih molekula, 
5) odolijevanje imunološkom odbacivanju, 
6) neograničeno umnožavanje DNA, 
7) induciranje angiogeneze, 
8) invazija u zdrava tkiva i metastaziranje, 
9) ″aerobna glikoliza″, 
10)  nestabilnost genoma (Hanahan i Weinberg, 2000; Hanahan i Weinberg, 2011).  
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 Za razliku od zdravog tkiva u kojem postoji stroga kontrola stvaranja i otpuštanja 
faktora koji potiču rast i razvoj stanica ta je homeostaza, odnosno ravnoteža između rasta i 
kontrole rasta, u tumorskim tkivima poremećena. Povećani izražaj receptora za faktore rasta 
na površini stanice, poticanje okolnih zdravih stanica na proizvodnju faktora rasta (Witsch i 
sur., 2010) te nepravilnosti u mehanizmima povratne inhibicije proliferativnog staničnog 
signaliziranja, poput onih u signalnom putu veznog proteina za rapamicin (mTOR-a, od engl. 
mammalian target of rapamycin; Guertin i Sabatini, 2005), samo su neki od načina na koji si 
tumorske stanice osiguravaju stalnu proliferaciju. Neosjetljivost malignih tumorskih stanica 
na signale za kontrolu rasta temelji se na mutacijama bilo u tumorskim supresorskim genima 
poput retinoblastoma gena (rb, od engl. retinoblastoma associated) i gena za protein 53 (p53, 
od engl. tumor protein 53; Burkhart i Sage, 2008) koji u normalnim stanicama sudjeluju u 
kontroli stanične diobe u glavnim kontrolnim točkama staničnog ciklusa ili u mutacijama u 
genima odgovornima za kontrolu rasta na temelju kontaktne inhibicije kao što su 
neurofibromin gen (NF2, od engl. neurofibromin 2; Curto i sur., 2007) i gen za jetrenu 
proteinsku kinazu B1 (LKB1, od engl. liver kinase B1; Shaw, 2009).  
 Maligne tumorske stanice odolijevaju programiranoj staničnoj smrti, bilo da se radi o 
autofagiji koja rezultira staničnom smrću ili o apoptozi. Međutim, učestalost umiranja 
tumorskih stanica nekrozom povećana je, posebice u brzo rastućim malignim tumorskim 
tkivima. Na taj način oslobađaju se proupalne molekule koje privlače upalne stanice poput 
podvrsta makrofaga, zatim neutrofile te T i B limofocite. Otpuštanjem faktora rasta upalne 
stanice osiguravaju daljnji razvoj tumora. Uz to, maligna tumorska tkiva odolijevaju 
prepoznavanju od strane upalnih stanica te ne dolazi do njihovog imunološkog uništavanja 
(Hanahan i Weinberg, 2011).  
 Povećana ekspresija telomeraze, enzima koji sprječava skraćivanje telomera tijekom 
stanične diobe, osigurava neograničeno umnožavanje DNA u tumorskim stanicama (Buseman 
i sur., 2012), a prekomjerna ekspresija vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF, od engl. 
vascular endothelial growth factor; Carmeliet, 2005) inducira proces angiogeneze u malignim 
tumorskim tkivima. Zbog neprestanih dioba metabolizam tumorskih stanica usmjeren je 
prema aerobnoj glikolizi. Tako se osiguravaju energija i prekursori za neograničeno 
umnožavanje DNA koje je podloga za nestabilnost genoma te u konačnici dovodi do mutacija 
koje pridonose daljnjem razvoju malignih tumorskih tkiva (Hanahan i Weinberg, 2011).  
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1.1.2. Tumorske stanice i sposobnost odolijevanja različitim oblicima stanične smrti 
 Stanična smrt definira se kao pojava u kojoj je došlo do gubitka cjelovitosti plazmatske 
membrane, fragmentacije stanice i/ili stanične jezgre te probavljanja stanice ili njenih dijelova 
od strane susjednih vijabilnih stanica. Istraživanja su pokazala da se različite vrste stanične 
smrti događaju kao rezultat strogo kontroliranih interakcija unutar i izvan stanice. Poznato je 
da različitim poticajima u zdravim i tumorskim stanicama mogu biti izazvana tri osnovna 
programirana katabolička događaja: apoptoza, donedavno opisivana kao jedini oblik 
programirane stanične smrti, autofagija koja ne mora nužno dovesti do smrti stanice i nekroza 
(Kroemer i sur., 2009).  
 Apoptoza,  prvi puta opisana 1972. godine (Kerr i sur., 1972), vrsta je stanične smrti 
kod koje dolazi do smanjivanja staničnog volumena, kondenzacije i fragmentacije jezgre, 
bubrenja stanične membrane te gubitka adhezivnih interakcija sa susjednim stanicama. 
Biokemijske promjene koje se događaju u apoptozi uključuju kidanje DNA na mono- i oligo-
nukleosomalne fragmente, izražaj fosfatidilserina na vanjskoj strani plazmatske membrane te 
aktiviranje unutarstaničnih proteaza (Ouyang i sur., 2012; Kroemer i sur., 2009). Apoptoza je 
genetički reguliran proces koji igra važnu ulogu u homeostazi tijekom rasta i razvoja 
organizma, stoga je razumljivo da poremećaji u regulaciji ovog tipa programirane stanične 
smrti mogu biti primarni uzrok različitih bolesti uključujući tumorske i autoimune bolesti te 
različite degenerativne poremećaje. 
 Apoptoza može biti potaknuta na dva načina: a) unutarstanično, kroz niz događaja 
ovisnih o mitohondrijima ili b) nakon vezanja liganada na receptore smrti. Unutarstanični put 
apoptoze aktivira se kada je stanica izložena vanjskom stresnom utjecaju poput UV ili gama 
zračenja, toplinskog stresa, virusnih infekcija ili nedostatka faktora rasta (Plati i sur., 2011). 
Signal vanjskog stresnog utjecaja prenosi se unutarstanično do mitohondrija, što ima za 
posljedicu permeablizaciju vanjske mitohondrijske membrane (MOMP, od engl. 
mitochondrial outer membrane permeabilization) i difuziju proteina koji su prethodno bili 
vezani uz mitohondrijsku membranu u citosol. Bcl-2 (od engl. B-cell lymphoma 2) porodica 
proteina ima glavnu ulogu u regulaciji MOMP-a, a čine ju tri klase: antiapoptotički proteini 
(koje su članovi Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Bcl-10 i Bcl-2 srodni protein A1), pro-apoptotički 
proteini (koje su članovi BAK, od engl. Bcl-2 homologous antagonist/killer, Bax, od engl. 
Bcl-2–associated X protein, Bcl-rambo, Bcl-xs i BOK, od engl. Bcl-2 related ovarian killer) i 
pro-apoptotički proteini s BH3 domenom koji kontroliraju aktivnost antiapoptotičkih Bcl-2 
proteina (Bad, od engl. Bcl-2-associated death promoter, BID, od engl. BH3 interacting-
domain death agonist, BLK, od engl. B lymphocyte kinase, Bmf, od engl. Bcl-2-modifying 
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factor i Hrk, od engl. activator of apoptosis harakiri; Cory i Adams, 2002). Ravnoteža u 
aktivnosti između pro-apoptotičkih i antiapoptotičkih Bcl-2 proteina ključni je čimbenik koji 
određuje hoće li štetni vanjski utjecaj uzrokovati MOMP. Ukoliko se ravnoteža pomakne 
prema povećanoj aktivnosti pro-apoptotičkih Bcl-2 proteina, citokrom c se nakon otpuštanja 
iz mitohondrija veže na apoptozni proteazni aktivirajući faktor (Apaf-1, od engl. apoptosis 
protease activating factor-1), pri čemu nastaje apoptosom koji kida prokaspazu-9. Aktivna 
kaspaza-9 nizvodno aktivira krajnje izvršitelje apoptoze, kaspaze -3, -6 i -7, što konačno 
dovodi do stanične smrti (Bouchier-Hayes i sur., 2005; Wang, 2001; Plati i sur., 2011). U 
tumorskim stanicama različitog podrijetla ravnoteža je redovito pomaknuta prema povećanoj 
aktivnosti antiapoptotičkih Bcl-2 proteina, što objašnjava njhovu otpornost prema staničnoj 
smrti posredovanoj ovim signalnim putem (Placzek i sur., 2010). 
 Vezanje liganda na receptore stanične smrti izražene na vanjskoj strani stanične 
membrane dovodi do pokretanja apoptoze koja ne mora uključivati promjene u 
mitohondrijskim membranama. Receptori smrti podčlanovi su obitelji receptora za tumorski 
nekrotizirajući faktor (TNF, od engl. tumor necrosis factor) i obuhvaćaju TNF-α receptor, 
receptor za FAS ligand (FasL), receptor1 za ligand koji inducira apopotozu, a srodan je TNF-
u (TRAIL-R1, od engl. TNF related apoptosis inducing ligand receptor 1) i TRAIL receptor 2 
(TRAIL-R2). Signal koji se sa stanične membrane prenosi od receptora smrti u unutrašnjost 
stanice događa se kroz oligomerizaciju receptora i unutarstaničnog motiva receptora, tzv. 
domene smrti (DD, od engl. death domain) te agregaciju proteina s istim motivom u strukturi, 
odnosno unutarstaničnog proteina s domenom smrti koji se može vezati na FAS receptor 
(FADD, od engl. FAS-associated death domain protein) i na TNFR1. Agregirani proteini u 
svojoj strukturi imaju i izvršnu domenu smrti (DED, od engl. death effector domain) koja je 
odgovorna za vezanje prokaspaza-8 i -10. Aktivacija receptora stanične smrti putem vezanja 
liganda na vanjskoj površini stanice dovodi do stvaranja tzv. signalnog kompleksa za 
induciranje stanične smrti (DISC, od engl. death inducing signaling complex) kojega čine svi 
prethodno navedeni faktori, aktivacije kaspaze-8, te nizvodno aktivacije izvršnih kaspaza-3,   
-6 i -7, (Guicciardi i Gores, 2009; Jin i El-Deiry, 2005). Tumorske stanice obično sadrže 
smanjene koncentracije receptora stanične smrti ili se u sastavu njihovih staničnih membrana 
nalaze receptori koji ne mogu vezati ligand čime su tumorske stanice zaštićene od apoptoze 
koja može biti potaknuta ovim putem. 
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 Autofagija je evolucijski konzerviran katabolički proces koji igra ključnu ulogu u 
preživljenju stanica tijekom razdoblja nedostatnih količina hrane ili faktora rasta i koji može 
dovesti do stanične smrti. Na makromolekularnoj razini autofagija započinje stvaranjem 
vakoula, autofagosoma koje obavijaju stanični sadržaj predoređen za recikliranje. 
Autofagosomi se stapaju s lizosomima u autofagolizosome u kojima se stanični sadržaj 
razgradi i preradi u nove gradivne molekule koje stanica može iskoristiti kada uvjeti budu 
povoljni (He i Klionsky, 2009). Glavni regulator autofagije koja dovodi do smrti stanice je 
mTOR. PI3KI (od engl. phosphatidylinositide 3-kinase) i Akt (sinonim za protein kinazu B), 
signalne kinaze aktivne u signalnim putevima koji potiču staničnu proliferaciju, inhibiraju 
mTOR. Prekomjerna ekspresija ovih kinaza pokazana je u stanicama različitih vrsta malignih 
tumora te se pretpostavlja da je i izvršenje autofagije zbog toga u njima inhibirano (Osaki i 
sur., 2004; S. Chen i sur., 2010).  
 Nekroza je oblik stanične smrti o kojem se shvaćanje bitno promijenilo u proteklih 
deset godina. Naime donedavno je smatrano da se nekroza događa kao nekontroliran proces u 
kojem dolazi do prsnuća stanice međutim, novija istraživanja pokazuju da se povećanje 
staničnog volumena koje rezultira lizom stanice događa kao strogo kontroliran proces i da se 
aktivira u uvjetima kada je spriječeno izvršenje apoptoze. Glavni posrednici programirane 
nekroze su: kinaze koje su interakciji s receptorima (RIP, od engl. receptor interacting protein 
kinase), poli(ADP-riboza) polimeraze (PARP, od engl. poly ADP- ribose polymerase), 
NADPH oksidaze i kalpaini (Galluzzi i Kroemer, 2008; Portt i sur., 2011). Programirana 
nekroza može inducirati upalu i time promovirati rast tumorskog tkiva zbog novo 
dopremljenih nutrijenata od strane upalnih stanica. Međutim, pokazano je da se rast nekih 
vrsta tumora može spriječiti induciranjem nekroze agensima koji oštećuju staničnu DNA 
(Zong i sur., 2004). 
 Između apoptoze, autofagije i programirane nekroze, iako svaki od ovih oblika stanične 
smrti uključuje sebi svojstvene morfološke i biokemijske promjene, odigravaju se brojne 
interakcije. U nekim slučajevima apoptoza može biti inducirana sinergistički s autofagijom, a 
u nekima izvršenje autofagije može biti provedeno samo onda kada je apoptoza spriječena 
(Amelio i sur., 2011), dok se programirana nekroza aktivira kao rezervni mehanizam za 
apoptozu kada je spriječena aktivnost kaspaza. U dizajniranju antitumorskih lijekova 
usmjerenih k promoviranju bilo kojeg tipa programirane stanične smrti bitno je obratiti 
pozornost na kompleksnost ovih interakcija.  
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1.1.3. Povećana ekspresija antiapototičkih proteina kao podloga za rast i razvoj tumora 
 U tumorskim stanicama utvrđena je povećana ekspresija niza proteina koji sprječavaju 
apoptozu i omogućavaju proliferaciju. Povećana ekspresija antiapoptotičkih proteina može 
uzrokovati agresivan i brzi rast tumorskih tkiva te rezistenciju na antitumorske lijekove. 
Članovi porodice Bcl-2 proteina, članovi porodice inhibitora apoptoze (IAP, od engl. 
inhibitors of apoptosis) te proteini toplinskog stresa ili stresni proteini (HSP, od engl. heat 
shock proteins) ključni su faktori za koje je pokazano da pridonose zaštiti tumorskih stanica 
od spontane ili inducirane apoptoze (slika 1.1.; Jäättelä, 1999a; Adams i Cory, 2007; Cory i 
Adams, 2002; Sreedhar i Csermely, 2004).  
 
 
Slika 1.1. Prikaz mehanizama kojima antiapoptotički članovi porodice Bcl-2 te članovi 
porodica IAP i HSP mogu spriječiti izvršenje apoptoze u tumorskim stanicama (ER - 
endoplazmatski retikul, Cyt c – citokrom c). Preuzeto i prilagođeno iz Jäättelä, 1999a. 
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 Kako je prikazano na slici 1.1. antiapoptotički članovi porodice Bcl-2 proteina 
inhibiraju otpuštanje citokroma c iz mitohondrija, stvaranje kompleksa Apaf-1/prokaspaza-9 i 
otpuštanje Ca2+ iz endoplazmatskog retikula. Uloga ravnoteže između pro-apoptotičkih i 
antiapototičkih članova ove porodice u nastanku i razvoju tumora već je prethodno opisana 
(odjeljak 1.1.2.; stranica 4.). Članovi porodice IAP inhibiraju aktivnost kaspaza, dok je 
inhibiranje nastajanja reaktivnih kisikovih spojeva, RKS-a, samo jedna od prepoznatih uloga 
HSP-ova (Jäättelä, 1999a; Q. Chen i sur., 2003; Rohde i sur., 2005; LaCasse i sur., 2008). U 
narednom poglavlju detaljnije će biti razmatrana uloga HSP-a u tumorogenezi temeljnoj na 
sprječavanju apoptoze. 
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1.2. PROTEINI TOPLINSKOG STRESA 
 
1.2.1. Glavna obilježja i stanična uloga proteina toplinskog stresa 
 Proteini toplinskog stresa ili stresni proteini, porodica su proteina s vrlo konzerviranim 
slijedom aminokiselina od bakterija do čovjeka. Kako samo ime nalaže, stresni proteini bivaju 
jače izraženi u različitim stresnim uvjetima Prvotno su otkriveni nakon izlaganja stanica 
toplinskom stresu (Tissières i sur., 1974), no danas je dobro poznato da se ekspresija stresnih 
proteina povećava i uslijed prisutnosti drugih vrsta stresa poput reaktivnih kisikovih spojeva, 
teških metala, različitih citotoksičnih spojeva te bakterijskih i virusnih infekcija. U sisavaca 
HSP-ovi su klasificirani u 6 porodica prema relativnoj molekulskoj masi: HSP100, HSP90, 
HSP70, HSP60, HSP40 i porodica malih HSP (15 do 30 kDa). HSP-ovi s velikom 
molekulskom masom su šaperoni ovisni o adenozin-trifosfatu (ATP),  dok je aktivnost malih 
HSP-a neovisna o prisutnosti ATP-a. U tablici 1.1. prikazana je podjela ljudskih HSP-a u 
porodice prema relativnoj molekulskoj masi te njihova stanična lokalizacija. 
  Uloga HSP-a u organizmu je monogostruka. HSP-ovi nisu aktivni u stanici samo 
uslijed staničnog stresa nego i u normalnim fiziološkim stanjima. Oni igraju kritičnu ulogu u 
održavanju stanične homeostaze, prvenstveno regulacijom puteva stanične proliferacije i 
programirane stanične smrti, ali i regulacijom transporta proteina kroz membrane. Kao 
šaperoni HSP-ovi sudjeluju u strukturiranju staničnih proteina, pomičući tako ravnotežu 
organizma od denaturiranih nefunkcionalnih proteina prema proteinima s funkcionalnom 
konformacijom (Khalil i sur., 2011). Povećani izražaj HSP-a kao odgovor na stres, prepoznat 
kroz nakupljanje denaturiranih proteina, reguliran je aktivnošću transkripcijskog faktora 
toplinskog šoka 1 (HSF1, od engl. heat shock transcription factor 1). HSF1 regulira 
transkripciju hsp gena vezanjem na specifični nukleotidni slijed, nazvan element toplinskog 
stresa (HSE, od engl. heat shock element), predstavljen u većem broju kopija uzvodno od 
promotora hsp gena, a prepoznaje se kao tandem suprotno orijentiranih ponavljanja 5 baznih 
parova AGGAN. U odsutnosti staničnog stresa transkripcijska aktivnost HSF1 inhibirana je 
njegovim vezanjem za HSP-ove. Pojava denaturiranih proteina u stanici uslijed stresa dovodi 
do disocijacije HSF1-HSP kompleksa, nakon čega dolazi do hiperfosforilacije HSF1 koja je 
praćena trimerizacijom ovog faktora i njegovim premještanjem u jezgru. U jezgri se HSF1 
veže na HSE i potiče transkripciju hsp gena (Wu, 1995).   
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Tablica 1.1. Podjela ljudskih HSP-ova prema relativnoj molekulskoj masi i unutarstanična 
lokalizacija nekih od članova porodica. Preuzeto i prilagođeno iz Khalil i sur., 2011. 
Porodica Najzastupljeniji članovi 
(alternativni nazivi) 
Molekulska masa (kDa)/ 
broj aminokiselina u slijedu 
Unutarstanična lokacija 
porodica 
malih  
HSP-a 
Hsp10 
Hsp27 
10/102 
22/205 
mitohondriji 
citosol, jezgra 
HSP40/DNAJ Hsp40 
DNAJA1 
DNAJA3 
DNAJB4 
DNAJB6 
DNAJB9 
DNAJC9 
DNAJC12 
DNAJC15 
CYP40 
38/340 
44/397 
1: 52/480; 2: 49/453* 
37/337 
1: 36/326; 2: 2/241; 3: 35/325* 
25/223 
29/260 
1: 23/198; 2: 12/107* 
16/150 
40/370 
citosol 
jezgra, citosol 
citosol, mitohondriji 
citosol, stanična membrana 
jezgra, citosol 
endoplazmatski retikulum 
jezgra 
NA 
citosol 
citosol 
HSP60 Hsp60 
CCT1 
CCT2 
CCT3 
CCT4 
CCT5 
CCT6A 
CCT6B 
CCT7 
61/573 
60/556 
57/535 
60/545 
57/539 
59/541 
58/531 
57/530 
59/543 
mitohondriji 
citosol 
jezgra 
citosol 
citosol 
citosol 
citosol 
citosol 
citosol 
HSP70 Hsp70-1 (HSP72, HSPA1A) 
Hsp70-2 (HSPA1B) 
HSC70 (HSP73, HSPA8) 
Grp/Mortalin (HSPA9) 
Grp78 (HSPA5) 
70/641 
70/641 
70/639 
73/679 
72/654 
citosol 
citosol 
citosol 
mitohondriji 
endoplazmatski retikulum 
HSP90 Hsp90A 
Hsp90B 
Grp94 
TRAP1 
86/732 
84/724 
92/803 
75/704 
citosol 
citosol 
endoplazmatski retikulum 
mitohondriji 
* 1, 2 i/li 3 označava izoforme proteina 
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 U stanicama različitih vrsta tumora nađene su povećane koncentracije članova različitih 
HSP porodica i upravo se njihova prekomjerna prisutnost smatra razlogom za slabi odgovor 
na antitumorske lijekove. Tumorske stanice, zbog neprestanih dioba, imaju veće metaboličke 
potrebe u odnosu na netransformirane stanice što predstavlja jedan od razloga povećane 
ekspresije HSP-a u njima. Glavna posljedica povećane ekspresije HSP-a je osigurana zaštita 
od programirane stanične smrti u stanicama tumorskih tkiva, međutim, ustanovljena je i uloga 
HSP-a u promoviranju angiogeneze i metastaziranju tumora (Zhou i sur., 2004).  
 
1.2.2. Porodice HSP27, HSP70 i HSP90 i njihova antiapoptotička uloga 
 Hsp27 pripada porodici malih HSP-a koji su uključeni u stabilizaciju proteina staničnog 
skeleta i u zaštitne mehanizme usmjerene protiv potencijalno štetnih unutarstaničnih 
reaktivnih kisikovih spojeva. Visoke koncentracije Hsp27 nađene su u mnogim tipovima 
tumora, a tumorogeni potencijal Hsp27 pokazan je i u mnogim eksperimentalnim modelima. 
Hsp27 ne samo da ima ulogu u zaštiti stanica od apoptoze nego pridonosi i invaziji i 
metastaziranju tumora (Khalil i sur., 2011).  
 HSP70 porodicu stresnih proteina čini 13 članova. 4 člana porodice su najistraživanija i 
najčešće se mogu naći u literaturnom pregledu: konstitutivno eksprimirani član porodice, 
HSC70 (Hsp73 ili HspA8), inducibilno eksprimirani Hsp70-1 (HSPA1A ili Hsp72) i Hsp70-2 
(HSPA1B), Grp78 (HSPA5) član porodice prvenstveno smješten u endoplazmatskom retikulu 
te mitohondrijski Grp (mortalin). Ostali članovi porodice su kako slijedi: HSPA1L, HSPA2, 
HSPA5, HSPA6, HSPA7, HSPA9, HSPA12A, HSPA12B, HSPA13, HSPA14. Glavni 
inducibilni članovi porodice, Hsp70-1 i Hsp70-2, razlikuju se u aminokiselinskom slijedu u 
samo jednoj aminokiselini, a u strukturi oba člana mogu se prepoznati dvije funkcionalne 
regije: C-terminala regija koja veže peptid i N-terminalna ATP-azna domena. Domena koja 
veže peptid sadrži šaperonski EEVD motiv i odgovorna je za vezanje supstrata i njegovo 
prevođenje u funkcionalni oblik. ATP-azna domena omogućava otpuštanje supstrata uslijed 
hidrolize ATP-a (Kampinga i sur., 2009; Goloudina i sur., 2012).  
 HSP90 porodicu proteina također čine konstitutivno i inducibilno eksprimirani članovi, 
a aktivni su u istim signalnim putevima u stanici te locirani u istim staničnim odjeljcima kao i 
članovi porodice HSP70. Ovaj podatak upućuje na važnu interakciju između HSP70 i HSP90 
porodice proteina koja se odražava na mnoge stanične procese (Stetler i sur., 2010). HSP90 
porodica proteina čini čak 1-2% svih staničnih proteina. Slično kao kod HSP70, šaperonska 
aktivnost HSP90 ovisi o hidrolizi ATP-a u N-terminalnoj domeni (Sreedhar i sur., 2004).   
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 Proteini Hsp27, Hsp70 i Hsp90 reguliraju unutrašnji, mitohondrijski, put odvijanja 
apoptoze na nekoliko razina (slika 1.2.). Ovi Hsp-ovi mogu inhibirati otpuštanje citokroma c 
iz mitohondrija sprječavanjem translokacije Bax-a iz citoplazme u mitohondrije, a time 
sprječavaju i MOMP (Beere, 2005). Nadalje, Hsp70 specifičnom interakcijom s AIF-om 
sprječava njegovu translokaciju u jezgru, a time i daljnje signaliziranje koje bi inače dovelo 
do stanične smrti (Ravagnan i sur., 2001). Hsp70 može spriječiti i staničnu smrt neovisnu o 
kaspazama održavanjem integriteta membrane lizosoma i sprječavanjem otpuštanja katepsina 
u citosol (Kirkegaard i sur., 2010; Nylandsted i sur., 2004). Nastanak apoptosoma, kao ključni 
korak u apoptozi posredovanoj mitohondrijima, može biti onemogućen vezanjem Apaf-1 i 
prokaspaze-9 od strane Hsp70 i Hsp90 (Beere i sur., 2000; Pandey i sur., 2000). Hsp27 
također može spriječiti stvaranje apoptosoma vezanjem citokroma c nakon njegova otpuštanja 
iz mitohondrija.  
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Slika 1.2. Hsp27, Hsp70 i Hsp90 u regulaciji mitohondrijski ovisnog puta apoptoze. Preuzeto 
i prilagođeno iz Beere, 2005.    
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 Proteini HSP porodice također reguliraju i put odvijanja apoptoze ovisan o 
signaliziranju s receptora stanične smrti smještenih na vanjskoj površini stanice (slika 1.3.). 
Interakcije HSP-a s pojedinim proteinima u ovom apoptotičkom putu mogu dovesti i do 
poticanja i do sprječavanja izvršenja apoptoze. Poznato je da različiti HSP-ovi mogu spriječiti 
aktivnost fosfolipaze A2, nastajanje reaktivnih kisikovih spojeva te aktivnost fosfataza. 
Hsp70, primjerice, može sprječavanjem aktivacije kaspaze-8 inhibirati otpuštanje citokroma c 
iz mitohondrija inducirano TNF-α-om (Gabai i sur., 2002; Komarova i sur., 2004). 
Sposobnost Hsp27 i Hsp90 da reguliraju staničnu smrt posredovanu receptorima povezana je 
s njihovom regulacijom NF-κB (od engl. nuclear factor kappa light chain enhancer of 
activated B cells) signalnog puta odgovornog za stanično preživljenje. Ova regulacija se 
događa na razini stvaranja IKK (od engl. I-κB kinase) kompleksa. Hsp90 se veže u IKK 
kompleks sa svojim ko-šaperonom Cdc37 i omogućava daljnje signaliziranje ovog puta ka 
preživljenju stanice (G. Chen i sur., 2002).  
 
Slika 1.3. Hsp27, Hsp70 i Hsp90 u regulaciji apoptoze potaknute vezanjem liganada na 
receptore stanične smrti. Preuzeto i prilagođeno iz Beere, 2005.  
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1.2.3. Inhibicija Hsp27 i Hsp90 kao antitumorska terapija 
 Antiapoptotička svojstva Hsp27 ovisna su o statusu oligomerizacije ovog proteina. 
Prekomjerna ekspresija Hsp27 nađena je u tumorima poput tumora dojke, tumora jajnika, 
osteokarcinomu, tumoru endometrija i različitim leukemijama. Utišavanje gena za Hsp27 
putem RNA interferencije u staničnim linijama izvedenim iz ovih vrsta tumora izazvalo je 
umiranje malignih tumorskih stanica programiranom staničnom smrću, apoptozom. Također 
je uočen sinergistički učinak utišavanja Hsp27 na djelovanje proteasomalnog inhibitora 
Velcade (PS-341) u kombiniranoj terapiji za liječenje multiplog mijeloma (Chauhan i sur., 
2003).  
 Hsp90 dio je multišaperonskog kompleksa u kojem je ovaj protein u interakciji sa 
brojnim ko-šaperonima poput p23, Hop ili CHIP. Otkriveno je više od stotinu proteina čije 
strukturiranje ovisi o stabilnosti i funkcioniranju kompleksa Hsp90 i njegovih ko-šaperona. 
Mnogi od tih proteina konformacijski su nestabilni prenosioci unutarstaničnih signala i igraju 
ključnu ulogu u preživljenju stanice, kontroli rasta i razvoja tkiva. Mnogi proteini vezani uz 
nastanak te rast i razvoj tumora također su identificirani kao proteini čije strukturiranje ovisi o 
Hsp90. Među njih ubrajamo steroidne receptore (androgene, progesterone, glukokortikoidne 
receptore), tirozin kinazne receptore (HER2, FLT3, EGFRR, itd.), kinaze porodice SRC 
(SRC, LCK, itd.) serin/treonin kinaze (AKT, RAF-1, itd.), kinaze G2 kontrolne točke 
staničnog ciklusa (WE1, MYT1, itd.), transkripcijske faktore (p53, HSF1, HIF1) i dr. 
(Whitesell i Lindquist, 2005; Lu i sur., 2012; Travers i sur., 2011). Povećana ekspresija 
Hsp90 nađena je u stanicama tumora dojke, leukemije, Hodginkove bolesti i brojnim drugim 
vrstama tumora te se stoga inhibicija aktivnosti Hsp90 smatra obećavajućom strategijom za 
liječenje tumorskih bolesti. Po uzoru na prirodne inhibitore Hsp90, poput radikokola, 
makrocikličnog antigljivičnog antibiotika orginalno izoliranog iz gljivice Monocillium 
nordinii, geldanamicina, benzokinona anzamicina koji je pokazao antitumorska svojstva na 
životinjskim modelima, razvijen je, tijekom proteklog desetljeća, i cijeli niz sintetskih 
inhibitora Hsp90. Prirodni inhibitori Hsp90 vežu se na N-terminalnu domenu proteina 
odgovornu za vezanje ATP-a puno većim afinitetom nego prirodni unutarstanični nukleotid i 
stoga sprječavaju izmjenu konformacije Hsp90 iz ADP-vezne u ATP-veznu. Time se inhibira 
šaperonska aktivnost ovog proteina što dovodi do usmjeravanja proteina čije strukturiranje 
ovisi o Hsp90 k proteosomalnoj razgradnji (Didelot i sur., 2007). U dizajniranju sintetskih 
inhibitora nastojalo se inhibirati N-terminalnu ATP-aznu aktivnost Hsp90. Osmišljen je 
analog geldanamicina, 17-alilamino 17-demetoksi geldanamicin (17-AAG; slika 1.4. a), za 
kojeg je u 2011. godini uspješno završena faza II kliničkih ispitivanja u različitim tipovima 
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raka (Modi i sur., 2011). No, daljnja potraga za prirodnim inhibitorima Hsp90 je nastavljena. 
Nađeno je tako da spojevi poput celastrola (slika 1.4. b), izoliranog iz korijenskog dijela kore 
biljke Trypterygium wilfordii (Peng i sur., 2010), te kurkumina (slika 1.4. c), tradicionalnog 
začina indijske kuhinje (Kunnumakkara i sur., 2008), osim što inhibiraju aktivnost Hsp90 
sprječavanjem vezanja ATP-a dodatno i onemogućuju interakciju Hsp90 s njegovim ko-
šaperonom Cdc37, što ih čini još boljim kandidatima za antitumorsku terapiju temeljenu na 
Hsp90 inhibitorima. 
 
 
Slika 1.4. Kemijske strukture 17-AAG (a), celastrola (b) i kurkumina (c). Preuzeto i 
prilagođeno od Sigma-Aldrich (2013).  
 
1.2.4. Inhibicija Hsp70 kao antitumorska terapija 
 Glavni inducibilni članovi porodice HSP70, Hsp70-1 i Hsp70-2, prisutni su u velikim 
količinama u tumorskim stanicama i tkivima, dok je njihova ekspresija pri bazalnim razinama 
u zdravim stanicama i tkivima vrlo niska. Pretpostavlja se da si tumorske stanice genetičkim 
promjenama osiguravaju neprestanu i visoku ekspresiju Hsp70 koji im onda šaperonskom 
aktivnošću pomaže u odolijevanju od posljedica različitih oštećenja koja se mogu pojaviti 
tijekom tumorogeneze i izazivati smrt stanice te prestanak rasta tumora.  
 Najraniji pristupi inhibiranja Hsp70 bili su usmjereni k sprječavanju njegove ekspresije 
preko HSF1, transkripcijskog faktora odgovornog za transkripciju hsp gena. Pokazano je 
primjerice da bioflavonoid kvercetin inhibira aktivnost Hsp70 upravo inhibicijom aktivnosti 
HSF1 (Hosokawa i sur., 1992). Novija istraživanja usmjerila su se na mogućnost inhibicije 
samog Hsp70 te se inhibitori Hsp70 danas mogu podijeliti u tri skupine:  
1) oni koji se ciljno vežu na C-terminalnu domenu koja veže peptid  
2) oni koji se ciljno vežu na N-terminalnu domenu koja veže ATP  
3) oni koji se ciljno vežu na ko-šaperone Hsp70 
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 Među inhibitorima iz prve skupine najzanimljvijim se pokazao 2-feniletinsulfonamid 
(PES), nazvan pifitrin-l. PES narušava interakcije između Hsp70 i njegovih ko-šaperona, 
primjerice Hsp40, odnosno proteina poput Apaf-1 i p53 što dovodi do nakupljanja 
destabiliziranih proteina, destabilizacije membrane lizosoma i konačno do stanične smrti 
neovisne o kaspazama. Dodatno, intraperitonealni unos PES-a spriječio je razvoj tumora u in 
vivo modelima limfoma u miševa (Leu i sur., 2009). 
 Prvi inhibitor Hsp70 iz druge skupine, prirodni imunosupresiv 15-deoksispergualin, 15-
DSG identificiran je 1994. godine. Od tada je pretraživanjem kemijskih entiteta na svojstvo 
inhibicije ATP-azne aktivnosti Hsp70 identificiran niz molekula s tim svojstvom: 
dihidropirimidin NSC 630668, MAL3-101, spoj izveden iz adenozina, VER-155008, zatim 
azur C, miricitin, apoptozol, sfingolipidi i dr. Pokazano je također da brojne molekule 
identificirane kao spojevi za inhibiciju ATP-azne aktivnosti Hsp70 također imaju i sposobnost 
narušavanja interakcija Hsp70 s njegovim ko-šaperonima (skupina 3). MAL3-101, spoj je koji 
inhibira Hsp40 u vezanju za Hsp70, dok je za neke pirimidotriazindione pokazano da 
narušavaju stabilnost Hop kompleksa (Goloudina i sur., 2012). 
 Uz spojeve inhibitore proteinske aktivnosti Hsp70, tijekom proteklog desetljeća pojavila 
se i nova skupina inhibitora Hsp70 koji djelovanje temelje na utišavanju genske ekspresije 
mehanizmom RNA interferencije. Nylandstedt i suradnici (Nylandsted i sur., 2000) 
adenoviralnim unosom Hsp70 sljedno-specifičnog cDNA fragmenata uspjeli su spriječiti 
transkripciju hsp70 i nastanak Hsp70 te time promovirati staničnu smrt u nekoliko staničnih 
linija tumora dojke: MCF-7, MDA-MB-468, SK-BR-3 i BT-549. Ista grupa istraživača 
pokazala je učinkovitost ovakvog postupka na in vivo modelima tumora mozga, dojke i 
debelog crijeva u miševa (Nylandsted i sur., 2002). Nadalje, pokazano je da utišavanje hsp70 
pomoću sljedno-specifičnih malih interferirajućih RNA (siRNA, od engl. small interfering 
RNA) dovodi do zaustavljanja proliferacije u G1 kontrolnoj točki ciklusa u stanicama tumora 
cerviksa, HeLa, tumora dojke, MCF-7, tumora jetre, HuH-7 i tumora prostate, PC-3 (Rohde i 
sur., 2005). Rezultati navedenih istraživanja upućuju na veliki potencijal RNA interferencije 
kao novog pristupa u smanjenju ekspresije hsp70 gena, a time i aktivnosti Hsp70 te 
predstavljaju novu generaciju potencijalnih antitumorskih lijekova temeljenih na inhibiciji 
Hsp70.  
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1.2.5. Izvanstanični Hsp70 i njihova uloga u tumorogenezi 
 Kod razmatranja inhibicije Hsp70 kao mogućeg pristupa u liječenju tumora potrebno je 
obratiti pozornost na činjenicu da Hsp70 nisu prisutni samo unutar stanice nego i 
izvanstanično te da imaju važnu ulogu u odgovoru organizma na tumore. Kako u zdravim 
tako i u tumorskim stanicama, Hsp70 unutarstanično vežu peptidne antigene i prenose ih na 
vanjsku stranu stanica. Na vanjskoj površini stanica na taj način nastaju proteinski kompleksi 
koji prezentiraju antigen. Te komplekse mogu prepoznati CD8+ T stanice, stanice ubojice, 
koje potencijalno mogu uništiti tumorsku stanicu. Očito je stoga da i u tumorskim stanicama 
postoji svojevrsna homeostaza, odnosno stroga kontrola između dovoljno velikih količina 
Hsp70 koje moraju biti eksprimirane da bi tumorska stanica preživjela stresne pojave tijekom 
tumorogeneze, ali da pri tom iste te količine moraju biti dovoljno niske kako Hsp70 ne bi 
prezentiranjem antigena na vanjskoj strani stanične membrane omogućio prepoznavanje 
tumorskih stanica od strane CD8+ T stanica, odnosno prouzročio imunosnu reakciju 
(Goloudina i sur., 2012).  
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1.3. RNA INTERFERENCIJA 
 
1.3.1. Mehanizam i uloga RNA interferencije  
 RNA interferencija (RNAi) uočena je prvi put u biljkama u kasnim 1980.-tim 
godinama, ali njen mehanizam potpuno je objašnjen tek u kasnim 1990.-tima kada je 
pokazano da je RNAi prisutna u vrsti Caenorhabditis elegans i da se radi o mehanizmu 
utišavanja gena evolucijski konzerviranom od biljaka do ljudi (Fire i sur., 1998). Danas je 
poznato da je RNAi uključena u normalan stanični mehanizam obrane protiv virusa i u 
premještanje transpozona u genomu.  
 Razvoj lijekova temeljenih na RNAi počeo je nakon brojnih istraživanja koja su dovela 
do potpunog razumijevanja mehanizma nastanaka i nestanka malih RNA u stanici. Endogeno 
su u eukariotskim stanicama prisutne mikro RNA (miRNA, od engl. micro RNAs) koje 
posreduju post-transkripcijsko utišavanje miRNA gena, a nastaju iz endogenih transkripata 
djelovanjem RNA polimeraze II. Najprije nastaju primarne miRNA (pri-miRNA, od engl. 
primary miRNAs) sačinjene od 80-tak nukleotida komplementarno sparenih u omčastu 
strukturu s nekoliko nesparenih nukleotida u sredini i na krajevima strukture. Pri-miRNA 
nakon nastanka bivaju prepoznate od kompleksa proteina kojeg sačinjavaju proteini DGCR8 
(od engl. DiGeorge syndrome critical region 8) i Drosha (enzim RNaza III, klase 2), a koji 
omogućuje nastanak pre-miRNA. Pre-miRNA se zbog nesparenih nukleotida na 3' kraju 
mogu vezati s proteinom eksportinom 5, koji im omogućuje transport iz jezgre u citoplazmu. 
U citoplazmi kompleks proteina sačinjen od proteina Dicer (endoribonukleaza RNaza III 
porodice), TRBP (od engl. TAR RNA-binding protein) i PACT omogućava nastanak zrelih 
miRNA. Dvolančane miRNA, sada znatno kraće od pri-miRNA, dalje bivaju preuzete od 
kompleksa proteina RISC (od engl. RNA induced silencing complex), koji razdvaja lance 
miRNA helikaznom aktivnošću. Protusmisleni lanac miRNA veže se na ciljni transkript, 
glasničku RNA (mRNA, od engl. messenger RNA) pomoću proteina AGO (od engl. 
Argonaute) i izaziva njenu razgradnju. siRNA egzogeno unsene u citoplazmu stanice mogu 
poput zrelih miRNA aktivnošću kompleksa proteina RISC biti vođene do ciljnog transkripta. 
U konačnici to dovodi do komplementarnog sparivanja egzogene siRNA sa ciljnim 
transkriptom, razgradnje ciljnog transkripta te utišavanja ciljnog gena (slika 1.5.; Davidson i 
McCray, 2011).  
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Slika 1.5. Nastanak i procesiranje miRNA i siRNA u stanicama sisavaca. Preuzeto i 
prilagođeno iz Davidson i McCray, 2011.  
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1.3.2. Viralni i neviralni vektori za unos siRNA u stanice 
 Mehanizam RNA interferencije u organizmu može biti potaknut i egzogenim unosom 
molekula poput shRNA (od engl. small hairpin RNA), miRNA ili umjetno sintetiziranih 
siRNA. Mogućnost utišavanja gena ovim molekulama može se iskorisiti za dizajniranje novih 
lijekova usmjerenih k liječenju brojnih bolesti kojima je podloga genetska promjena. 
Međutim, glavno ograničenje primjeni RNAi u terapeutske svrhe jest prvenstveno brza 
razgradnja RNA molekula u krvnoj plazmi, ali i nemogućnost prodiranja ovih molekula kroz 
stanične membrane zbog hidrofilnosti i polarnosti koja je posljedica jakog negativnog naboja 
fosfatnih skupina. U svrhu iskorištavanja RNAi u terapeutske svrhe tijekom proteklog 
desetljeća brojna istraživanja usmjerila su se k osmišljavanju načina dostave siRNA u stanice 
koja bi ovim molekulama osigurala zaštitu od razgradnje, specifično usmjeravanje k ciljnim 
stanicama, učinkovit unos u stanice, otpuštanje iz endosoma/lizosoma u citosol i konačno 
uključivanje u endogeni RNAi mehanizam te utišavanje ciljnih gena.  
 Pokazano je da se ekspresija egzogenih shRNA ili miRNA u stanicama može postići 
njihovom ugradnjom u viruse, poput lentivirusa, adenovirusa, adeno-asociranih virusa i 
herpesvirusa, koji mogu biti unešeni u ciljnu stanicu i svoju genetičku informaciju ugraditi u 
genomsku DNA stanice domaćina. Time se sljedovi koje ovi vektori sadrže, u ovom slučaju 
predsljedovi shRNA ili miRNA, mogu prepisivati u funkcionalne transkripte uobičajenim 
staničnim mehanizmima uključenim u ekspresiju gena. Nakon transkripcije, nastale miRNA 
ugrađuju se u kompleks proteina Drosha-DGCR8 i prenose u citoplazmu gdje se staničnim 
mehanizmom RNA interferencije omogućava utišavanje gena. shRNA dizajnirane su tako da 
oponašaju omčastom strukturom miRNA te se zbog toga u stanici procesiraju na isti način 
kao i endogene miRNA (Davidson i McCray, 2011).  
 Dizajniran je također i veliki broj neviralnih vektorskih sustava za unos siRNA dugih od 
19 do 25 nukleotida poput lipidnih, polimernih te sustava temeljenih na upotrebi peptida i 
proteina. Lipidni sustavi mogu se pipremiti od lipida kationskih svojstava, PEG-lipida ili 
neutralnih lipida, poput kationskih ili neutralnih liposoma, nazvanih lipopleksi. Oni su 
veličine  oko 100 nm što im olakšava prijenos u stanice. U stanicama se ovi sustavi 
procesiraju u endosomima, a oslobođene prethodno uklopljene siRNA uključuju se zatim u 
endogeni mehanizma RNAi. Nadalje, polimerni sustavi mogu se svrstati u dvije podskupine; 
podskupina polimernih sustava pripremljenih iz prirodnih polimera poput kitozana i 
atelokolagena i podskupina polimernih sustava pripremljenih iz sintetskih polimera poput PEI 
(od engl. polyethyleneimine) ili dendrimera.  
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 Neviralni vektori općenito moraju zadovoljiti nekoliko preduvjeta kako bi mogli biti 
upotrijebljeni za dostavu siRNA in vivo. Kako siRNA nakon apliciranja u organizam mogu 
biti brzo razgrađene u serumu, bitno je da su uklopljene u sustav koji ih štiti sve do isporuke u 
ciljne stanice. Stabilnost sustava i ne-/mogućnost razgradnje aktivnošću serumskih proteina, 
svojstvo je koje prvenstveno ovisi o naboju i veličini sustava i glavni je preduvjet za zaštitu 
uklopljene siRNA. Kada sustav konačno dopremi siRNA do ciljne stanice, bitno je, također, 
da sustav može biti unešen u stanice endocitozom, što se također postiže kontrolom veličine 
sustava (David i sur., 2010).  
 
1.3.3. Kitozanske nanočestice kao vektori za unos siRNA 
 Kitozan je kationski polimer izoliran iz hitina, građevnog elementa vanjskog skeleta 
Crustacea i jedan od najzastupljenijih polimera. Građen je od alternirajućih podjedinica D-
glukozamina i N-acetil-D-glukozamina povezanih β-1,4-glikozidnim vezama (slika 1.6.) te za 
razliku od mnogih drugih polikationskih polimera, pokazuje izvrsnu biokompatibilnost, 
biorazgradivost te nisku toksičnost (Rao i Sharma, 1997).  
 
 
Slika 1.6. Kemijska struktura kitozana.  
 
 Kitozan je slaba baza, s pKa vrijednošću amino skupina deacetiliranih podjedinica od 
oko 6,5 te je stoga topljiv u kiselom mediju poput octene kiseline, limunske kiseline, i brojnih 
drugih kiselina, a netopljiv u alkalnom mediju. Topljivost kitozana, osim toga, ovisi i o 
stupnju deacetilacije ove molekule, molekulskoj masi te ionskoj jakosti otopine u kojoj se 
nalazi. Potencijal kitozana kao vektora za dostavu siRNA u stanice temelji se na njegovim 
kationskim svojstvima. Kako naboj molekule kitozana jako ovisi o pH medija u kojem se 
nalazi, pri vrijednostima pH nižim od 6,5 molekula je protonirana. Protonirani amini u ovim 
uvjetima omogućuju kitozanu da elektrostatskim interakcijama veže polianinoske molekule 
poput DNA ili siRNA. Ove interakcije dovode do spontanog nastajanja polipleksa nano 
veličina, tzv. nanokompleksa. Nastali nanokompleksi, pripremljeni u odgovarajućem N:P 
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omjeru (omjeru koji odgovora količini naboja kojeg nose amino skupine kitozana prema 
naboju kojeg nose fosfatne skupine nukleinske kiseline), obično su veličina koje promoviraju 
ulazak nanokompleksa u stanice endocitozom te lizosomalno oslobađanje siRNA u 
citoplazmu.  
 Osim N:P omjera, molekulska masa kitozana iskorištenog za pripremu nanokompleksa 
često se navodi kao ključni parametar koji određuje fizikalno kemijska svojstva kompleksa sa 
siRNA, poput veličine, zeta potencijala koji označava površinski naboj čestice, zatim 
morfologije i stabilnosti kitozan-siRNA kompleksa. Stabilnost je nužna kako bi se omogućila 
izvanstanična zaštita nanokompleksa u serumu tijekom sistemske administracije, međutim, 
stabilnost ne smije biti temeljena na prejakim interakcijama koje bi onemogućile disocijaciju 
siRNA nakon ulaska nanokompleksa u stanice (Mao i sur., 2010). U istraživanju utjecaja 
molekulske mase kitozana na veličinu pripremljenih nanokompleksa pokazano je da kitozani 
molekulske mase od prosječno 110 kDa stvaraju komplekse sa siRNA manjih 
hidrodinamičkih polumjera od onih stvorenih s kitozanima molekulske mase od prosječno 
270 kDa (Katas i Alpar, 2006). Stupanj deacetilacije (DD), soli vezane na molekulu kitozana, 
pH sustava u kojem se nanokompleksi pripremaju kao i metode pripreme nanokompleksa, 
dodatni su čimbenici koji utječu na fizikalno-kemijska svojstva kitozanskih kompleksa sa 
siRNA. 
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1.4. SVRHA I CILJEVI RADA 
 
 Stresni proteini pripadaju skupini unutarstaničnih proteina koji su eksprimirani 
konstitutivno i kao odgovor na fizikalni odnosno biološki stres. U staničnom odgovoru na 
stres HSP-ovi imaju ulogu stabiliziranja proteina i peptida čime promoviraju preživljenje 
stanice. Hsp27 i Hsp70 inhibitori su različitih čimbenika apoptoze, dok je glavna uloga Hsp90 
osiguravanje aktivnost čimbenika uključenih u proliferaciju stanica. Sposobnost stresnih 
proteina da zaustave proces programirane stanične smrti predstavlja bitan aspekt njihove 
povezanosti s malignom proliferacijom. Glavni cilj i svrha ovog istraživanja je procijeniti 
ulogu Hsp70 u zaštiti od programirane stanične smrti u tumorskim stanicama in vitro. U tu 
svrhu ekspresija Hsp70 u tumorskim stanicama bit će eksperimentalnim postupkom ili 
inducirana (toplinski stres) ili utišana (RNAi). U svrhu utišavanja ekspresije Hsp70 koristit će 
se tehnologija koja počiva na specifičnoj razgradnji ciljne mRNA pomoću kratke siRNA 
uklopljene u nanočestice. Sljedeći specifični cilj ovog istraživanja je dizajnirati nanočestice za 
dostavu Hsp70 sljedno-specifične siRNA uz upotrebu biokompatibilnog polimera kitozana za 
kojeg je pokazano da učinkovito veže negativno nabijene molekule siRNA. Ispitat će se 
fizikalna svojstva kitozanskih nanočestica, učinkovitost uklapanja siRNA i utišavanja Hsp70. 
Specifičnim utišavanjem Hsp70 procijenit će se utjecaj utišavanja ovog stresnog proteina na 
osiguravanje stanične vijabilnosti u tumorskim stanicama i učinkovitost siRNA 
nanoterapijskoga sustava in vitro. 
 Posljednji specifični cilj ovog istraživanja je ispitati antitumorsku učinkovitost 
istovremene inhibicije aktivnosti Hsp90 i utišavanja ekspresije Hsp70. Inhibicija aktivnosti 
Hsp90 postići će se pomoću celastrola, a utišavanje ekspresije Hsp70 pomoću dizajniranog 
kitozanskog sustava s uklopljenom siRNA. Uspješnost antitumorske terapije temeljene na 
inhibiciji Hsp70/Hsp90 biti će ispitana i na trodimenzionalnim modelima tumora.  
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2.1. MATERIJALI 
 
2.1.1. Instrumenti i uređaji 
U ovom istraživanju korišteni su sljedeći uređaji:  
• centrifuga Biofuge Stratos Heraeus (Kendro Laboratory Products) 
• centrifuga za mikrotitarske pločice (Thermo Scientific) 
• čitač mikrotitarskih pločica, VICTOR3, 1420 Multilabel Counter (PerkinElmer) 
• invertni fluorescentni mikroskop (Leica DMI4000B) povezan s digitalnom kamerom, 
(Leica DFC350FX) (Leica Microsystems) 
• suha kupelj, Termomixer comfort (Eppendorf AG) 
• sustav za SDS-poliakrilamidnu elektroforezu, Mini Protean II Cell (BioRad) 
• sustav za western prijenos, Mini Trans-Blot Cell (BioRad) 
• sustav za elektroforezu SEA 2000 (Elchrom Scientific AG) 
• sustav za hlađenje MultiTemp III (Amersham Biosciences) 
• sustav za slikanje gelova (Uvitec) 
• spektrofotometar UV/Vis, CECIL 7200 (Cecil instruments Limited)  
• uređaj za foton korelacijsku spektroskopiju, Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments) 
• uređaj za snimanje ploča za uzgoj stanica, Operetta (PerkinElmer) 
• uređaj za protočnu citometriju, Cytomics FC 500 MPL (Beckman Coulter) 
• uređaj za razvijanje fotografskog filma (Kodak X-OMAT 2000A Processor) 
• uređaj za kvantitativnu lančanu reakciju polimeraze u stvarnom vremenu, AB 7500 Real 
Time PCR System (Applied Biosystems) 
• UV lampa (Bioblock Scientific) 
• tresilica, Vibromix 313 EVT (Tehtnica) 
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2.1.2. Stanične linije 
U ovom istraživanju korištene su sljedeće tumorske stanične linije: 
• stanična linija izvedena iz humane akutne T stanične leukemije, Jurkat, American type 
culture collection (ATCC): TIB-152 
• stanična linija izvedena iz humanog glioblastoma, U251N (priskrbljena ljubaznošću  
 Dr. Josephine Nalbantoglu, Montreal Nuerological Institute) 
• stanična linija izvedena iz humanog karcinoma dojke, MCF-7, ATCC: HTB-22 
• stanična linija izvedena iz humanog hepatocelularnog karcinoma, HepG2, ATCC:  
 HB-065 
• stanična linija izvedena iz humanog adenokarcinoma pluća, A549, ATCC: CCL-185 
 
2.1.3. Standardne kemikalije i puferi 
U ovom istraživanju korištene su sljedeće standardne kemikalije:  
• agaroza (Invitrogen) 
• acetatna kiselina  (Sigma-Aldrich) 
• akrilamid/bisakrilamid, 30% (Sigma-Aldrich) 
• albumin iz seruma goveda, BSA (od engl. bovine serum albumine) (Sigma-Aldrich) 
• amonijev persulfat, APS (Sigma-Aldrich) 
• β-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich) 
• bromfenolno plavilo (Kemika) 
• DNA standard za elektroforezu, O'RangeRulerTM 50bp DNA ladder (Fermentas) 
• ditiotreitol, DTT (Sigma-Aldrich) 
• etilen di-amin tetra octena kiselina, EDTA (Sigma-Aldrich) 
• etilen glikol-bis (2-aminoetileter)-N,N,N',N'-tetra octena kiselina, EGTA (Sigma-
Aldrich) 
• etanol, EtOH (Kemika) 
• etidijev bromid (Roche)  
• fenil metan sulfonil fluorid, PMSF (Sigma-Aldrich) 
• glicerol (Kemika) 
• glicin (Sigma-Aldrich) 
• HEPES, 4-(2-hidroksietil) piperazin-1-etansulfonična kiselina (Sigma-Aldrich) 
• kalcijev klorid di-hidrat, CaCl2x2H2O (Sigma-Aldrich) 
• kalijev klorid, KCl (Sigma-Aldrich) 
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• kalijev di-hidrogen fosfat, KH2PO4 (Sigma-Aldrich) 
• kloridna kiselina, HCl (Sigma-Aldrich)  
• ksilen cijanol (Sigma-Aldrich)  
• magnezijev klorid, MgCl2 (Sigma-Aldrich) 
• metanol (Sigma-Aldrich)  
• natrijev acetat (Sigma-Aldrich) 
• natrijev azid, NaN3 (Sigma-Aldrich) 
• natrijev klorid, NaCl (Sigma-Aldrich) 
• natrijev fluorid, NaF (Sigma-Aldrich) 
• di-natrijev hidrogen fosfat hepta-hidrat, Na2HPO4x7H2O (Sigma-Aldrich) 
• natrijev dodecilsulfat, SDS (Sigma-Aldrich)  
• natrijev ortovanadat, Na3VO4 (Sigma-Aldrich)  
• di-metil sulfoksid, DMSO (Sigma-Aldrich) 
• p-formaldehid, PFA (Sigma-Aldrich) 
• proteinski standard za SDS-poliakrilamidnu elektroforezu, 10-170 kDa (Bio Basic) 
• saharoza (Invitrogen) 
• N,N,N',N'-tetrametil-etilen-di-amin, TEMED (Sigma-Aldrich)  
• Tris, tris [hidroksimetil] aminometan hidroklorid, Tris-Hcl (Sigma-Aldrich) 
• Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 
• Tween®20 (Sigma-Aldrich) 
  
   Eksperimentalni dio 
 
29 
Tablica 2.1. Popis standardnih pufera korištenih u istraživanju: 
Pufer Sastav 
Fosfatni pufer, PBS (od engl. phosphate 
buffer saline) 
NaCl (137 mM), KCl (2,7 mM),  
KH2PO4 (4 mM), Na2HPO4x7H2O (4,3 mM) 
TAE pufer za provođenje agarozne 
elektroforeze 
Tris-HCl (0,04 M), Na-acetat (5 mM), 
EDTA (0,04 mM), pH 7,9 
Pufer za nanošenje uzoraka na agarozni gel saharoza (30%), bromfenolno plavilo 
(0,25%), ksilen cijanol (0,25%) 
Pufer za liziranje stanica Tris-HCl (50 mM; pH 8,0, podešen s 1N 
HCl), NaCl (137 mM), Tween 20 (1%), 
glicerol (10%), Na3VO4 (1 mM),  
NaF (1 mM), 1x tableta za inhibiciju 
aktivnosti proteaza (1x/25ml) (Roche) 
Laemmlijev pufer za denaturaciju proteina  Tris-HCl (0,375 M; pH 6,8),  
SDS (12%), glicerol (3%), bromfenolno 
plavilo (0,2%), β-merkaptoetanol (12%) 
Pufer za provođenje SDS-polikakrilamidne 
elektroforeze 
Tris-Hcl (25 mM), glicin (0,2 M), SDS (1%) 
Pufer za western prijenos proteina na 
nitroceluloznu membranu  
Tris-Hcl (15,6 mM), glicin (120 mM), 
metanol (20%) 
Pufer za ispiranje nitrocelulaznih membrana, 
TBS-T 
Tris-HCl (20 mM), NaCl (150 mM), 
Tween®20 (0,05%), pH 7,6 
Svi puferi pripremljeni se u ultra čistoj destiliranoj H2O. 
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2.1.4. Kemikalije i kompleti kemikalija s posebnom namjenom 
a) Kultura stanica: 
• hranidbeni medij Gibco® DMEM (Life Technologies) 
• hranidbeni medij Gibco® MEM (Life Technologies) 
• hranidbeni medij Gibco® RPMI 1640 (Life Technologies) 
• Gibco® goveđi fetalni serum, FBS (od engl. foetal bovine serum; Life Technologies) 
• Gibco® tripsin-EDTA, 0,05% (Life Technologies) 
• Gibco® penicilin-streptomicin, PS (Life Technologies) 
 
b) Priprema nanočestica i transfekcija: 
• kitozan glutamat, ultračisti, PROTASAN ULTRAPURE G113, <200 kDa, 75-90% DA 
(Novamatrix) 
• natrijev tripolifosfat, TPP (Sigma-Aldrich) 
• siRNA navedene u tablici 2.2. (Life Technologies) 
 
Tablica 2.2. Osnovne informacije o siRNA korištenima u istraživanju: 
 
• reagens za transfekciju stanica sa siRNA, HiPerFect (Qiagen) 
• reagens za transfekciju stanica sa siRNA, Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 
  
Naziv 
proizvoda 
Kataloški 
broj  
(siRNA ID) 
Ciljni gen  
(NCBI RefSeq) 
 
Slijed nukleotida 
Silencer® 
Select 
siRNA 
4392420  
(s6966) 
Hsp70 (Hsp70-1, 
Hsp72 ili 
HSPA1A) 
(NM_005345.5) 
 
smisleni: 5'-CGG UUU CUA CAU GCA GAG Att-3' 
protusmisleni: 5'-UCU CUG CAU GUA GAA ACC Gga-3' 
Silencer® 
negative 
control 
siRNA 
AM4611 
 
 
 
ne postoji smisleni: 5'-NNU ACU GCU UAC GAU ACG GNN-3' 
Silencer® 
siRNA 
-cy3 
AM16211 
 
 
 
Hsp70 (Hsp70-1, 
Hsp72 ili 
HSPA1A) 
(NM_005345.5) 
 
smisleni: 5'-CGG UUU CUA CAU GCA GAG A-3' 
protusmisleni: 5'-UCU CUG CAU GUA GAA ACC G-3' 
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c) Induciranje stanične smrti: 
• staurosporin iz Streptomyces sp. (Sigma-Aldrich) 
• celastrol, 3-hidroksi-9β,13α- dimetil-2-okso-24,25,26-trinorolean-1(10),3,5,7-tetraen-
29-ska kiselina (Cayman Chemical) 
• 17-AAG, 17-alilamino geldanamicin (Sigma-Aldrich) 
• kurkumin, iz biljke Curcuma longa, (E,E)-1,7-bis (4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-
heptadien-3,5-dion (Sigma-Aldrich) 
 
d) Određivanje stanične vijabilnosti: 
• tripansko plavilo, Trypan Blue (Life Technologies) 
• Hoechst 33342 boja (Invitrogen) 
• MTT, 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazan (Sigma-Aldrich) 
• ELISA komplet za kolorimetrijsko određivanje stanične proliferacije na temelju 
ugradnje bromodeoksiuridina (Roche) 
 
e) Određivanje oblika stanične smrti: 
• aneksin V obilježen bojom AlexaFluor 488 (Invitrogen) 
• propidij jodid, PI (Sigma-Aldrich) 
• ELISA komplet za fotometrijsko određivanje fragmentacije DNA (Roche) 
• komplet za kolorimetrijsko određivanje katalitičke aktivnosti kaspaze 3 (Sigma-Aldrich) 
 
f) Određivanje genske ekspresije: 
• komplet za izolaciju RNA, Ambion® RNAqueous®-4PCR Kit (Life Technologies) 
• komplet za reverznu transkripciju RNA u cDNA, High Capacity RNA-to-cDNA kit 
(Applied Biosystems) 
• smjesa početnica za HSPA1A/HSPA1B, obilježene FAM-om, TaqMan genotyping 
Assay, Assay ID: Hs00359147_s1; FAM-5'-GGC CTA CTT CAA CGA CTC GCA 
GCG C-3' (Applied Biosystems) 
• smjesa početnica za GAPDH, obilježene FAM-om, TaqMan genotyping Assay, Assay 
ID: Hs99999905_m1; FAM-5'-GGG CGC CTG GTC ACC AGG GCT GCT T-3' 
(Applied Biosystems) 
• smjesa enzima i nukleotida u puferu, TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied 
Biosystems)  
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g) Western analiza: 
• komplet za određivanje koncentracije proteina, BCA protein Assay kit (BCA reagens A: 
natrijev karbonat, natrijev bikarbonat, bikinkonična kiselina, eg. BCA, natrijev tartarat; 
BCA reagens B: bakreni sulfat, 4%; Thermo Scientific) 
• primarna protutijela:  
mišje protutijelo za aktin (Milipore, MAB1501R),  
zečje protutijelo za Hsp70/72 (StressGen, SPA-812 ),  
mišje protutijelo za citokrom c (Santa Cruz Biotechnology, sc-13560) 
• sekundarna protutijela:  
ovčje protutijelo za mišji imunoglobulin (IgG), obilježeno peroksidazom iz hrena (HRP, 
od engl. horseradish peroxidase; GE Healthcare, NA931V),  
magareće protutijelo za zečji IgG, obilježeno s HRP (GE Healthcare, NA934). 
• reagens za detekciju kemiluminiscencije, Luminata Classico HRP Substrate (Milipore)  
 
h) Kolorimetrijsko određivanje proteinske ekspresije inducibilnog oblika Hsp70: 
• ELISA komplet za kolorimetrijsko određivanje ekspresije inducibilnog oblika Hsp70 
(Enzo Life Sciences) 
 
i) Imunocitokemija: 
• kolagen iz repa štakora (Sigma-Aldrich) 
• kozji serum (Sigma-Aldrich) 
• primarno protutijelo: zečje protutijelo za Hsp70/72 (StressGen, SPA-812 ) 
• sekundarno protutijelo obilježeno AlexaFluor488-om, α-rabbit (Invitrogen)  
• otopina za očuvanje fluorescentnog signala, Vectashield (Vector labs) 
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2.2. METODE 
 
2.2.1. Kultura stanica 
 Stanice su kultivirane u sterilnom prostoru inkubatora pri temperaturi od 37°C, u struji 
zraka opskrbljenoj s 5% CO2 i vlažnosti od 95%. Kao hranidbeni medij za uzgoj staničnih 
linija Jurkat, A549 i MCF-7 korišten je Gibco® RPMI 1640, za uzgoj stanične linije U251N 
Gibco® DMEM, a za uzgoj stanične linije HepG2 Gibco® MEM. Sve tri vrste medija bile su 
obogaćene L-glutaminom (2 mM), FBS-om (10%), penicilinom (100 U/mL) i streptomicinom 
(100 µg/mL). Tijekom uzgoja stanica, hranidbeni medij zamijenjen je svježim svaka 3 dana, 
uz ispiranje stanica u PBS-u. Stanice staničnih linija U251N, MCF-7, HepG2 i A549 pri tome 
su odvojene od podloge djelovanjem otopine tripsin-EDTA (0,05%). 24 sata prije tretmana 
prikladan broj stanica nasađen je na ploče za uzgoj s 6, 24 ili 96 jažica, ovisno o metodi koja 
je korištena nakon tretmana, kako bi se postigla konfluentnost od 70% na dan tretmana. 
 Dodatno, uz uzgoj stanica u jednom adherirajućem sloju, iz U251N stanica pripremljeni 
su tumorski sferoidi. Pripremljena je 2% otopina agaroze (u DMEM mediju bez FBS-a), 
autoklaviranjem tijekom 20 minuta na 120°C. Odmah po vađenju iz uređaja za autoklaviranje, 
75 µL otopine naneseno je u svaku jažicu ploče s 96 mjesta. Korištene su ploče s ravnim 
dnom, u kojima je otopina agaroze tijekom hlađenja u narednih 30 minuta formirala 
želatinozni sloj s konkavnim udubljenjem (Friedrich i sur., 2009). Ploče obložene agaroznim 
gelom korištene su potom za pripremu tumorskih sferoida od U251N stanica, po uzoru na 
“liquid overlay technique” (Carlsson i Yuhas, 1984). 200 µL DMEM medija (obogaćenog 
10% FBS-om i 1% PS-om) s 5x103 stanica naneseno je u svaku od jažica ploče. Ploča je 
zatim ostavljena na uređaju za laganu vrtnju na sobnoj temperaturi tijekom 5 minuta, nakon 
čega je premještena u inkubator (37°C, 5% CO2 i vlažnosti od 95%). Nakon 2 dana, 50% 
medija u jažicama zamijenjeno je svježim medijem. U251N sferoidi tretirani su četvrti dan 
rasta u kulturi i to 4 sferoida po tretmanu te su korišteni isključivo sferoidi odgovarajućeg 
oblika. 
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2.2.2. Priprema i karakterizacija kitozanskih nanočestica 
a) Priprema kitozanskih nanočestica 
 Kitozan-TPP nanočestice s uklopljenom siRNA (K-TPP-siRNA) pripremljene su prema 
modificiranoj metodi ionotropnog geliranja kitozana TPP-om (Katas i Alpar, 2006). Za 
pripremu nanočestica, 15 µl siRNA (1,33 µg/µl, eg. 100 µM; u destiliranoj H2O) dodano je u 
200 µl otopine TPP (0,84 mg/ml; u destiliranoj H2O; sterilno profiltrirana). Nanočestice su 
pripravljene ukapavanjem smjese otopina siRNA i TPP-a u otopinu kitozana (2 mg/mL; u   
0,1 M acetatnom puferu, pH 4,5) uz miješanje na magnetskoj miješalici. Do korištenja za 
transfekciju pripravljene nanočestice ostavljene su na sobnoj temperaturi narednih 30 minuta. 
 
b) Određivanje fizikalnih svojstava kitozanskih nanočestica: veličina, indeks 
polidisperznosti i zeta potencijal 
 Prosječna veličina (hidrodinamički promjer) i indeks polidisperznosti (PDI, od engl. 
polydispersity index) K-TPP i K-TPP-siRNA nanočestica određena je foton korelacijskom 
spektroskopijom (PCS, od engl. photon correlation spectroscopy). U mjernim sustavima 
korišten je monokromatski koherentni 10 mW He-Ne laser (λ = 633 nm), a kut detekcije 
raspršene svjetlosti bio je 90°. Mjerenja su provedena pri 25°C. Hidrodinamički promjer 
nanočestica izračuna se iz autokorelacijske funkcije intenziteta svjetlosti raspršene na 
česticama, uz pretpostavku sferičnog oblika nanočestica. Zeta-potencijal nanočestica određen 
je putem laserske Doppler anemometrije, upotrebom istog uređaja. Za mjerenje, 500 µl 
uzorka K-TPP-siRNA ili K-TPP nanočestica razrijeđeno je otopinom NaCl (1,5 mL, 10 mM, 
u destiliranoj H2O) i injektirano u elektroforetsku cjevčicu u kojoj je uspostavljen potencijal 
od 150 mV. Mjerenja su provedena pri 25°C. 
 
c) Određivanje učinkovitosti uklapanja siRNA u kitozanske nanočestice 
 Učinkovitost uklapanja siRNA u K-TPP nanočestice izračunata je određivanjem 
apsorbancije (pri 260 nm) slobodne siRNA preostale u nadsloju nakon centrifugiranja otopine 
K-TPP-siRNA nanočestica pri 13 000 g tijekom 15 minuta. Nadsloj dobiven centrifugiranjem 
K-TPP nanočestica bez uklopljene siRNA korišten je kao slijepa proba mjerenja. 
Učinkovitost uklapanja izračunata je prema sljedećoj formuli: 
 !č!"#$%!&$'&!!"#$%$&'$!(%) = !1− !!2!1)!×!100 
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c1 – koncentracija siRNA upotrijebljene za pripremu nanočestica (µg/mL) 
c2 – koncentracija siRNA u nadsloju (µg/mL) izračunata po formuli A260nm * 44,19 * R 
A260nm – apsorbancija siRNA mjerena na valnoj duljini od 260 nm 
44,19 – apsorbancija 1,0 odgovara koncentraciji dvolančane RNA od 44,19 µg/mL  
R – razrjeđenje uzorka prilikom mjerenja apsorbancije 
 
 Učinkovitost vezanja siRNA u K-TPP nanočestice određena je dodatno i 
elektroforezom na agaroznom gelu. Agarozni gel pripremljen je otapanjem 4 g agaroze uz 
zagrijavanje u 100 mL TAE pufera. Nakon što se agaroza otopila i ohladila na oko 60°C u 
otopinu je dodano 5 µL etidijevog bromida (0,5 µg/mL). 10 µL svakog od uzoraka 
pomiješano je s 2 µL pufera za nanošenje uzorka na agarozni gel i naneseno na agarozni gel. 
Elektroforetsko razdvajanje odvijalo se u TAE puferu, tijekom 60 minuta, uz napon od 55 V i 
temperaturu od 15 °C. Vizualizacija siRNA nakon provedene elektroforeze provedena je 
pomoću UV lampe, a slike su snimljene sustavom za slikanje gelova. 
 U svrhu određivanja stabilnosti siRNA uklopljene u K-TPP nanočestice u serumu 
jednaki volumeni nanočestica pomiješani su s jednakim volumenima hranidbenog medija koji 
je sadržavao različite koncentracije FBS-a (0, 10 i 50%). Smjesa je inkubirana na 37°C 
tijekom 30 minuta, 1, 2, 6 ili 24 sata prije provođenja elektoroforeze na agaroznom gelu na 
način kako je opisano u prethodnom odijeljku. 
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2.2.3. Transfekcija stanica i utišavanje Hsp70 
 Za transfekciju stanice su inkubirane s K-TPP-Hsp70 siRNA nanočesticama u 
kompletnom hranidbenom mediju na 37°C u različitim vremenskim razdobljima. Stanice 
tretirane “praznim” K-TPP nanočesticama ili K-TPP nanočesticama s uklopljenom 
negativnom siRNA predstavljale su negativnu kontrolu tretmana. Transfekcija stanica K-TPP-
siRNA ili K-TPP nanočesticama provedena je upotrebom različitih volumena otopina 
nanočestica koji su odgovarali određenoj koncentraciji uklopljene siRNA, a izračunati su na 
temelju učinkovitosti uklapanja siRNA u nanočestice. Transfekcija siRNA lipidnim sustavom 
za transfekciju HiPerFect ili lipofektamin 2000 korištena je za procjenu učinkovitosti 
transfekcije K-TPP-siRNA nanočesticama.  
 
a) Određivanje učinkovitosti transfekcije pomoću kitozanskih nanočestica 
 Za određivanje učinkovitosti unosa siRNA pomoću kitozanskih nanočestica 1x104 
U251N stanica nasađeno je u 200 µL DMEM medija (obogaćenog 10% FBS-om i 1% PS-om) 
u svaku od jažica sterilne ploče za uzgoj s 96 mjesta i s crnom stijenkom. Transfekcija je 
provedena s kitozanskim nanočesticama koje su sadržavale uklopljenu Hsp70 siRNA 
obilježenu fluorescentnom bojom cy3. 20 minuta prije kraja tretmana u medij je dodano 10 
µL boje Hoechst 33342 (0,2 mM) za obilježavanje jezgara. Nakon tretmana uklonjen je medij 
iz nadsloja, s kojim su uklonjene i nevijabilne stanice kao i suvišak siRNA obilježene cy3-om 
koji nije unešen u stanice. Vijabilne stanice koje su ostale adherirane na dnu jažica isprane su 
inkubiranjem u 200 µL PBS-a (pH 5,5; podešen 1M octenom kiselinom) tijekom 5 minuta u 
svrhu uklanjanja polimera kitozana i cy3 siRNA vezanih na vanjsku površinu stanične 
membrane. PBS iz prvog ispiranja zatim je uklonjen te je u jažice nanesen PBS uobičajenog 
pH (7,4). Analiza intenziteta signala za cy3 provedena je izravno iz ploča za uzgoj pomoću 
uređaja za snimanje ploča za uzgoj (Operetta, Perkin Elmer). Učinkovitost unosa siRNA u 
stanice izračunata je na osnovu omjera intenziteta signala za cy3 u pojedinoj jažici prema 
ukupnom broju stanica u istoj jažici, a izražena je kao intenzitet signala za cy3 po stanici. 
Broj stanica po jažici dobiven je na temelju obilježavanja jezgara Hoechst-om 33342. 
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2.2.4. Određivanje stanične vijabilnosti i proliferacije 
a) Brojanje stanica nakon bojanja tripan plavilom  
 Tripansko plavilo je diazo boja koja ne prolazi kroz cjelovitu staničnu membranu. Žive, 
vijabilne stanice nakon izlaganja tripanskom plavilu nisu obojane, za razliku od mrtvih 
stanica u koje, zbog oštećenja stanične membrane, prodire boja te se one vide kao plavo 
obojane stanice. 
 Za brojanje stanica nakon bojanja tripanskim plavilom stanice su nasađene (1x104 
U251N stanica/jažici ili 1x105 Jurkat stanica/jažici) i tretirane u pločicama s 96 mjesta u 200 
µl hranidbenog medija po jažici. Nakon tretmana, 80 µl stanične suspenzije iz svake jažice, 
pomiješano je s 20 µl tripanskog plavila. 10 µl smjese je zatim naneseno na Neubauerovu 
komoricu, zaštićeno pokrovnim stakalcem i promatrano pod svjetlosnim mikroskopom uz 
objektiv s povećanjem 20x. Stanična vijabilnost izračunata je prema sljedećoj formuli: 
 !"#$%č!"!!"#$%"&'()*! % = ! !1!2 !×!100 
 
N1 - broj neobojanih, odnosno živih stanica u tretiranom uzorku  
N2 - broj neobojanih, odnosno živih stanica u negativnoj kontroli  
 
b) Brojanje jezgara nakon bojanja bojom Hoechst 33342 
 Hoechst 33342 boja prodire kroz stanične membrane i specifično se veže za adenin-
timin dinukleotidna ponavljanja u DNA. Ekscitacija ove boje postiže se na 325 nm, a emisija 
se vidi na 480 nm. Hoechst 33342 se koristi za obilježavanje jezgara, a često i za 
prepoznavanje apoptoze, jer se piknotične jezgre stanica u apoptozi lako razaznaju ukoliko su 
obilježene ovom bojom.  
 Za određivanje stanične vijabilnosti upotrebom boje Hoechst 33342 stanice su nasađene 
u sterilne ploče za uzgoj s 24 jažice. Nasađeno je 5x104 U251N stanica/jažici, 1x105 HepG2 
stanica/jažici te 2x105 MCF-7 stanica/jažici. Stanice su potom tretirane citotoksičnim 
poticajem i/ili transfekcijom pomoću kitozan-TPP-siRNA nanočestica. Nakon tretmana 
uklonjen je medij iz nadsloja, s kojim su uklonjene i nevijabilne stanice. Vijabilne stanice 
koje su ostale adherirane na dnu jažica isprane su inkubiranjem u 500 µL PBS-a u tri navrata 
po 5 minuta. Stanice su fiksirane otopinom PFA (400 µL; 4% u PBS-u) tijekom 10 minuta. 
Nakon fiksacije, stanice su ponovno isprane inkubiranjem u 500 µL PBS-a u tri navrata po 5 
minuta, a zatim su inkubirane otopinom boje Hoechst 33342 (400 µL; 10 µM u PBS-u) 
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tijekom 10 minuta. Nakon bojanja, stanice su ponovno isprane inkubiranjem u 500 µL PBS-a 
u tri navrata po 5 minuta te je izvršena analiza pomoću mikroskopa. Mikroskopske slike 
dobivene su uz upotrebu fluorescentnog mikroskopa spojenog s digitalnom kamerom, te 
programa Leica Application Suite V4, a analizirane su pomoću programa Image J. Stanična 
vijabilnost izračunata je prema sljedećoj formuli: 
 !"#$%č!"!!"#$%"&'()*! % = ! !1!2 !×!100 
 
N1 - broj jezgara obojenih s Hoechst 33342 u tretiranom uzorku  
N2 - broj jezgara obojenih s Hoechst 33342 u negativnoj kontroli  
 
c) MTT test 
 MTT test je kolorimetrijska metoda koja se temelji na određivanju metaboličke 
aktivnosti stanica (Mosmann, 1983). U stanicama koje su vijabilne odnosno žive dolazi do 
redukcije blijedo žute tetrazolijeve soli (MTT) u plavo obojene kristale formazana 
djelovanjem staničnih dehidrogenaza. Primjenom DMSO otapaju se kristali formazana, a 
intenzitet obojenja određuje se spektrofotmetrijski na čitaču mikrotitarskih pločica pri valnoj 
duljini od 595 nm.  
 Za određivanje metaboličke aktivnosti stanice su nasađene u sterilne ploče za uzgoj s 24 
jažice. Nasađeno je 100 000 Jurkat stanica/jažici, 50 000 A549 stanica/jažici, 5x104 U251N 
stanica/jažici, 1x105 HepG2 stanica/jažici te 2x105 MCF-7 stanica/jažici. Stanice su potom 
tretirane citotoksičnim poticajem i/ili transfekcijom pomoću kitozan-TPP-siRNA nanočestica. 
Nakon tretmana uklonjen je medij iz nadsloja. Stanice su zatim inkubirane s 500 µL MTT 
otopine (0,5 mg/mL; u hranidbenom mediju). Nakon 60 minuta inkubacije na 37°C uklonjena 
je MTT otopina te je u jažice dodan jednak volumen DMSO kako bi se lizirale stanice i 
otopio formazan. Ploče su ostavljene na tresilici nekoliko minuta, a zatim je mjerena 
apsorbancija formazana pomoću čitača mikrotitarskih pločica pri 595 nm prema DMSO kao 
slijepoj probi. Netretirane stanice koje su rasle u kompletnom mediju tijekom tretmana 
predstavljale su negativnu kontrolu. Tretmani i mjerenja napravljeni su u triplikatu (n=9). 
Metabolička aktivnost izračunata je prema sljedećoj formuli: 
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!"#$%&'(č!"!!"#$%&'(#! % = !"#1!"#2 !×!100 
 
Abs1 – vrijednost apsorbancije na 595 nm u tretiranom uzorku  
Abs2 – vrijednost apsorbancije na 595 nm u negativnoj kontroli  
 
d) Obilježavanje tumorskih sferoida propidij jodidom i Hoechst-om 33342 
 Hoechst 33342 boja prodire kroz stanične membrane i specifično se veže za adenin-
timin dinukleotidna ponavljanja u DNA. Propidij jodid (PI) ne prodire kroz staničnu 
membranu te je stoga pokazatelj stanične smrti kod koje je došlo do oštećenja stanične 
membrane, odnosno nekroze. Bojanje tumorskih sferoida Hoechst-om 33342 i PI-om 
provedeno je kako bi se izmjerila promjena vijabilnosti i integriteta tumorskih sferoida nakon 
tretmana.  
 Tumorski sferoidi pripremljeni su na način kako je to opisano u odijeljku 2.2.1. Nakon 
provedenih tretmana 50% medija (100 µL) u kojem je proveden tretman je uklonjeno i 
zamijenjeno s jednakim volumenom medija koji je sadržavao otopinu boje Hoechst 33342 (10 
µM) i PI (1,5 µM). Tumorski sferoidi su zatim inkubirani 2 sata pri 37°C (95% vlažnosti i 5% 
CO2). Neposredno prije analize pomoću fluorescentnog mikroskopa, 50% medija (100 µL) s 
bojama pažljivo je uklonjeno i zamijenjeno medijom bez boja. Mikroskopske slike dobivene 
su uz upotrebu fluorescentnog mikroskopa spojenog s digitalnom kamerom te programa Leica 
Application Suite V4, a analizirane su pomoću programa Image J u svrhu dobivanja brojčanih 
vrijednosti relativnih intenziteta fluorescencije PI i Hoechst 33342. 
 
e) Kolorimetrijsko određivanje stanične proliferacije 
 Proliferacija stanica zahtijeva umnožavanje genomske DNA. Stoga, praćenje sinteze 
DNA može poslužiti kao pokazatelj stanične proliferacije, čak i onda kad umnožavanje DNA 
nije popraćeno diobom stanice. Za određivanje stanične proliferacije u ovom istraživanju 
korišten je ELISA komplet kemikalija za kemiluminiscentnu detekciju ugradnje 
bromodeoksiuridina (BrdU) u DNA tijekom njene sinteze.  
 Za određivanje stanične proliferacije 1x105 Jurkat stanica u 200 µL RPMI medija 
(obogaćenog 10% FBS-om i 1% PS-om) nasađeno je u svaku od jažica sterilne ploče za uzgoj 
s 96 mjesta. Stanice su tretirane citotoksičnim poticajem i/ili s otopinom K-TPP-siRNA 
nanočestica. 12 sati prije završetka tretmana u svaku od jažica dodano je 20 µL reagensa za 
obilježavanje koji je sadržavao BrdU (100 µM) i ploča sa stanicama je inkubirana na 37°C te 
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5% CO2 i vlažnosti od 95%, do kraja tretmana. Po završetku tretmana ploča je centrifugirana 
pri brzini od 300 g tijekom 10 minuta. Nakon centrifugiranja nadsloj je pažljivo odsisan 
aspiracijom, a na talog u svaku od jažica dodano je 200 µL reagensa za fiksiranje stanica te je 
ploča inkubirana na sobnoj temperaturi tijekom narednih 30 minuta. Reagens za fiksiranje je 
zatim pažljivo odstranjen, a u svaku jažicu dodano je 100 µL reagensa koji je sadržavao anti-
BrdU-peroksidazu. Ploča je inkubirana na sobnoj temperaturi tijekom narednih 90 minuta. 
Reagens je zatim pažljivo odstranjen, a stanice su isprane puferom za ispiranje u tri navrata 
(300 µL po jažici). Pufer je svaki put odstranjen aspiracijom. Nakon zadnjeg ispiranja u jažice 
je dodano po 100 µL reagensa sa supstratom za peroksidazu i inkubirano na sobnoj 
temperaturi tijekom 30 minuta ili do pojave blijedo plave boje. Apsorbancija je zatim mjerena 
na čitaču mikrotitarskih pločica pri valnoj duljini od 370 nm. Stanična proliferacija izračunata 
je prema sljedećoj formuli: 
 !"#$%č!"!!"#$%&'"()%*(! % = !"#1!"#2 ×!100 
 
Abs1 – vrijednost apsorbancije na 370 nm u tretiranom uzorku  
Abs2  – vrijednost apsorbancije na 370 nm u negativnoj kontroli  
!
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2.2.5. Određivanje oblika stanične smrti 
a) Protočna citometrija nakon obilježavanja aneksinom V i propidij jodidom 
 Tijekom apoptoze dolazi do translokacije fosfatidil serina s unutrašnje strane 
plazmatske membrane na vanjsku, čime fosfatidil serin biva ispoljen na vanjskoj površini 
stanice. Aneksin V je protein ovisan o Ca2+ s visokim afinitetom vezanja za fosfatidil serin pa 
se stoga koristi za detekciju ispoljavanja fosfatidil serina. Kako translokacija fosfatidil serina 
nije svojstvena isključivo za apoptozu, nego se događa i u nekrotičnoj vrsti stanične smrti, 
obilježavanje s aneksinom V se obično provodi u kombinaciji s bojom propidij jodid (PI). PI 
ne prodire kroz staničnu membranu te je stoga pokazatelj vrste stanične smrti kod koje je 
došlo do oštećenja stanične membrane, odnosno nekroze. Obilježavanjem stanica aneksinom 
V i PI-om mogu se razlikovati tri populacije: vijabilne stanice (aneksin V-/PI-), stanice u 
apoptozi (aneksin V+/PI-) i stanice u nekrozi (aneksin V+/PI+; Vermes i sur., 1995).  
 Za određivanje oblika stanične smrti 1x105 Jurkat stanica u 500 µL RPMI medija 
(obogaćenog 10% FBS-om i 1% PS-om) nasađeno je u svaku od jažica sterilne ploče za uzgoj 
s 24 mjesta. Stanice su tretirane citotoksičnim poticajem i/ili otopinom K-TPP-siRNA 
nanočestica. Nakon završetka tretmana stanice su prebačene u epruvete za analizu na 
protočnom citometru i centrifugirane pri brzini 300 g tijekom 5 minuta. Nadsloj je odstranjen 
aspiracijom te je u svaku epruvetu dodano po 100 µL pufera za aneksin V (10 mM HEPES, 
140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2x2H2O) koji je sadržavao 0,5 µL aneksina V i 1 µL otopine PI 
(1 µg/µL; u destiliranoj H2O). Nakon 15 minuta inkubacije u tami i na sobnoj temperaturi, 
smjesa je korištena za analizu na uređaju za protočnu citometriju Cytomics FC 500 MPL 
(Beckman Coulter). Analiza mjerenja izvršena je pomoću programa FlowJo. 
 
b) Fotometrijsko određivanje fragmentacije DNA 
 U kasnim stadijima apoptoze, djelovanjem staničnih endonukleaza dolazi do 
fragmentacije dvolančane genomske DNA u dijelovima lanca između nukleosoma pri čemu 
nastaju mono- i oligo-nukleosomalni DNA fragmenti bogati histonima. Udio fragmentacije 
DNA nakon tretmana može se odrediti izlaganjem staničnog lizata otopini protutijela 
specifičnog za histone. Za određivanje fragmentacije DNA u ovom istraživanju korišten je 
ELISA komplet kemikalija koji osim protutijela specifičnog za histone sadrži i protutijelo za 
dvolančanu molekulu DNA (slika 2.1.). Inkubacijom staničnog lizata u otopinama navedenih 
protutijela određuje se udio fragmentacije DNA u odnosu na netretirani uzorak. 
Određivanjem fragmentacije DNA u staničnom nadsloj odvojenom nakon tretmana određuje 
se udio nekroze.  
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Slika 2.1. Shematski prikaz principa određivanja fragmentacije DNA. Preuzeto i prilagođeno 
iz Cell Death Detection ELISAPLUS, Roche, 2008. 
 
 Za određivanje fragmentacije DNA 1x104 Jurkat stanica u 200 µL RPMI medija 
(obogaćenog 10% FBS-om i 1% PS-om) nasađeno je u svaku od jažica sterilne ploče za uzgoj 
s 96 mjesta. Nakon tretmana ploča je centrifugirana tijekom 10 minuta pri 200 g, nakon čega 
se u posebne epruvete odvojio nadsloj iz svake jažice, kako bi se mogla utvrditi moguća 
pojava nekroze tijekom tretmana. Na talog u svaku od jažica dodano je 200 µL pufera za 
liziranje stanica te je uslijedila inkubacija na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta. Ploča je 
zatim centrifugirana tijekom 10 minuta pri 200 g. 20 µL staničnog lizata te 20 µL nadsloja za 
analizu nekroze (odvojenog nakon tretmana) naneseno je u ploče s 96 jažica obložene 
streptavidinom. U svaku od jažica dodano je po 80 µL reagensa za inkubaciju protutijela 
(18/20 volumena) obogaćenog protutijelom anti-DNA-peroksidaza (1/20 volumena) i 
protutijelom anti-histon-biotin (1/20 volumena). Ploča je inkubirana na sobnoj temperaturi 
tijekom 2 sata uz laganu trešnju. Reagens za inkubaciju protutijela je potom uklonjen, a jažice 
su isprane u tri navrata sa po 300 µL istog reagensa, ali bez protutijela. U svaku od jažica 
dodano je 100 µL reagensa sa supstratom za peroksidazu te je ploča inkubirana 20 minuta na 
sobnoj temperaturi uz laganu trešnju. U svaku od jažica dodano je na kraju 100 µL reagensa 
za blokiranje reakcije supstrata i peroksidaze te je izmjerena apsorbancija na 405 nm. 
Fragmentacija DNA izračunata je prema sljedećoj formuli:  
 !"#$%&'(#)*+#! "#! = !"#1!"#2 
Abs1 – vrijednost apsorbancije na 405 nm u tretiranom uzorku  
Abs2  – vrijednost apsorbancije na 405 nm u negativnoj kontroli   
dno jažice 
streptavidin 
anti-histon-biotin nukleosomi iz uzorka 
Anti-DNA- 
peroksidaza-HRP HRP supstrat 
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c) Kolorimetrijsko određivanje aktivnosti kaspaze 3 
 Aktivacija enzima kaspaze 3 igra ključnu ulogu u izvršnom dijelu apoptoze. U ovom 
istraživanju korišten je komplet kemikalija za kolorimetrijsko određivanje aktivnosti kaspaze 
3 koje se temelji na detekciji signala p-nitroanilina (p-NA) na 405 nm. Do nastajanja p-
nitroanilina u uzorku dolazi hidroliziranjem peptidnog supstrata acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-
nitroanilida (Ac-DEVD-pNA) aktivnošću kaspaze 3. 
 Za određivanje aktivnosti kaspaze 3 1x105 Jurkat stanica u 200 µL RPMI medija 
(obogaćenog 10% FBS-om i 1% PS-om) nasađeno je u svaku od jažica sterilne ploče za uzgoj 
s 96 mjesta. Nakon tretmana stanice su prebačene u epruvete i centrifugirane tijekom 5 
minuta pri 600 g, nakon čega je uklonjen nadsloj. Talog je ispran s 200 µL PBS-a i epruvete 
su ponovno centrifugirane. Talog u epruvetama je zatim inkubiran u 100 µL pufera za 
liziranje, na ledu, tijekom 20 minuta. Uslijedilo je centrifugiranje na 20 000 g pri temperaturi 
od 4°C tijekom 15 minuta. 5 µL staničnog lizata naneseno je u po dvije jažice pločice sa 96 
mjesta. U jednu od jažica dodan je inhibitor kaspaze 3 (10 µL) i peptidni supstrat, Ac-DEVD-
pNA (10 µL), a u drugu samo peptidni supstrat (10 µL). U jažice je nanesen pufer za reakciju 
do ukupnog volumena 100 µL. Nakon inkubacije od 90 minuta, na 37°C, izmjerena je 
apsorbancija na 405 nm. Aktivnost kaspaze 3 izračunata je na temelju apsorbancije standarda 
pripremljenog iz otopine p-nitroanilina (0,001, 0,002, 0,005, 0,01, 0,02 µmol/100 µL) po 
sljedećoj formuli: 
 !"#$%&'(#!!"#$"%&!3! % !(!mol!pNA/minmL ) = !!mol!pNA!×!d!!×!!  
 
V – volumen uzorka u mL  
d – faktor razrjeđenja  
t – vrijeme reakcije u minutama 
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2.2.6. Određivanje genske ekspresije  
Izolacija RNA 
 Za izolaciju RNA stanice su nasađene u sterilne ploče za uzgoj sa 24 jažice (1x105 
Jurkat stanica/jažici). Nakon tretmana  stanice su centrifugirane pri 300 g tijekom 6 minuta. 
Na talog stanica dodano je 400 µL lizirajućeg pufera iz kompleta za izolaciju RNA i smjesa je 
dobro promiješana. Zatim je dodano 400 µL etanola (64%) i ponovno dobro promiješano na 
tresilici. Lizat je prenesen na kolonicu s filterom od staklenih niti te je uslijedilo 
centrifugiranje na 15 000 g tijekom 1 minute. Sloj ispod filtera je zatim odliven, a u kolonicu 
je naneseno 700 µL otopine za ispiranje te su epruvete ponovno centrifugirane na 15 000 g 
tijekom 1 minute. Postupak ispiranja ponovljen je još dva puta. Nakon toga, na filter je 
naneseno 100 µL otopine za eluciju RNA te se centrifugiranjem na 15 000 g tijekom 1 minute 
dobila RNA u epruveti. Onečišćenje uzorka RNA genomskom DNA onemogućeno je 
inkubacijom otopine RNA s otopinom DNaze (prema uputama proizvođača), enzima koji 
katalizira hidrolizu DNA. Učinkovitost uklanjanja genomske DNA određena je provođenjem 
elektroforeze na 1% agaroznom gelu u TAE puferu uz napon struje 80V tijekom 60 minuta. 
Na agarozni gel naneseno je po 10 µL uzorka DNazom tretirane, izolirane RNA pomiješane s 
2 µL pufera za nanošenje uzorka na agaroznu elektroforezu. Koncentracija ukupne stanične 
RNA nakon uklanjanja genomske DNA određena je mjerenjem apsorbancije na 260 nm i 
izračunata prema sljedećoj formuli: 
 ! !"# !(!g/mL) = A260nm!×!44,19!×!R 
A260nm – apsorbancija RNA mjerena na valnoj duljini od 260 nm 
44,19 – apsorbancija 1,0 odgovara koncentraciji dvolančane RNA od 44,19 µg/mL  
R – razrjeđenje uzorka RNA prilikom mjerenja 
 
Reverzna transkripcija mRNA u cDNA 
 Reakcijska smjesa za prepisivanje glasničke RNA (mRNA, od engl. messenger RNA) iz 
uzorka ukupne stanične RNA sadržavala je 10 µL reakcijskog pufera (2x) i 1 µL otopine 
enzima reverzne transkriptaze (20x) iz kompleta za reverznu transkripciju. U smjesu je 
dodano 200 ng ukupne stanične RNA, te H2O oslobođena od nukleaza do ukupnog volumena 
smjese od 20 µL. Reverzna transkripcija provedena je tijekom 60 minuta na 37°C, nakon čega 
je uslijedilo blokiranje enzima reverzne transkriptaze tijekom 5 minuta na 95°C te 
skladištenje cDNA na 4°C do upotrebe za lančanu reakciju polimerazom u stvarnom 
vremenu. 
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Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu  
 Reakcijska smjesa za analizu genske ekspresije upotrebom lančane reakcije 
polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR, od engl. real-time polymerase chain reaction) 
sadržavala je 12,5 µL TaqMan reakcijske smjese (2x) sastavljene od AmpliTaq Gold® DNA 
polimeraze, deoksiribonukleotida i reakcijskog pufera, 1,25 µL smjese početnica za analizu 
ekspresije gena (navedene u popisu kemikalija) te 9,25 µL ultračiste H2O oslobođene od 
nukleaza. RT-PCR proveden je u uređaju AB 7500 Real Time PCR System, prema programu 
prikazanom na slici 2.2.  
 
 
Slika 2.2. Program za RT-PCR. 
 
 Nakon provedenog RT-PCR-a ekspresija gena Hsp70 određena je prema komparativnoj 
CT metodi 2-ΔΔCT upotrebom programa 7500 System SDS Software, a prema ekspresiji gena za 
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) kao endogenoj kontroli.   
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2.2.7. Određivanje ekspresije proteina 
a) Western analiza 
Priprema staničnog lizata 
 Za analizu ekspresije proteina stanice su nasađene u sterilne ploče za uzgoj s 6 jažica 
(2x106 Jurkat stanica/jažici, 5x105 U251N stanica/jažici) i zatm tretirane citotoksičnim 
poticajem i/ili nanočesticama. Nakon tretmana u svaku jažicu dodano je 500 µL otopine 
tripsin-EDTA (0,05%) kako bi se stanice odvojile od podloge te su ploče inkubirane tijekom 3 
minute na 37°C. U svaku jažicu zatim je dodano 1 mL prethodno ugrijanog hranidbenog 
medija kako bi se inhibiralo djelovanje tripsina te su stanice u takvom mediju prebačene u 
epruvete. Jurkat stanice nisu bile izložene djelovanju otopine tripsin-EDTA, nego su 
prebačene iz ploča za uzgoj izravno u epruvete za centrifugiranje. Uslijedilo je centrfiguiranje 
pri 500 g tijekom 5 minuta. Nadsloj s hranidbenim medijem potom je odstranjen aspiracijom. 
Nakon toga stanice su isprane u dva navrata s 1 mL hladnog PBS-a centrifugiranjem pri 500 g 
tijekom 5 minuta. Svaki put nadsloj je odstranjen aspiracijom te je talog korišten za daljnju 
izolaciju proteina. Na posljednji talog dodano je 100 µL hladnog (+4°C) pufera za liziranje 
stanica. Nakon 20 minuta inkubacije na ledu smjesa je centrifugirana u prethodno ohlađenom 
uređaju (+4°C) pri 10 000 g tijekom 10 minuta. 20 µL nadsloja odvojeno je za određivanje 
koncentracije proteina, a u 80 µL je dodano 16 µL Laemmlijevog pufera za denaturaciju 
proteina (6x). Uzorci su potom zagrijani na 95°C, tijekom 3 minute, ohlađeni na ledu i 
pohranjeni na –20°C do izvođenja SDS-poliakrilamidne elektroforeze.  
 
Priprema frakcije citosola za određivanje citokroma c 
 U pripremi frakcije citosola za liziranje stanica korišten je S-100 pufer (250 mM 
saharoza, 20 mM HEPES, 10  mM KCl, 1,9 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,1 mM 
PMSF, 1 mM DTT). Nakon ispiranja stanica u PBS-u na stanični talog dodano je 100 µL 
hladnog (+4°C) S-100 pufera. Nakon 30 minuta inkubacije na ledu smjesa je centrifugirana u 
prethodno ohlađenom uređaju (+4°C) pri 20 000 g tijekom 15 minuta. 20 µL nadsloja 
odvojeno je za određivanje koncentracije proteina, a u 80 µL dodano je 16 µL Laemmlijevog 
pufera za denaturaciju proteina (6x). Uzorci su potom zagrijani na 95°C, tijekom 3 minute, 
ohlađeni na ledu i pohranjeni na –20°C do izvođenja SDS-poliakrilamidne elektroforeze i 
western analize.  
  
   Eksperimentalni dio 
 
47 
Određivanje koncentracije proteina 
 Određivanje koncentracije proteina provedeno je uz upotrebu komercijalno dostupnog 
kompleta koji se temelji na redukciji Cu2+ u Cu1+ izazvanoj proteinima te kompleksiranju 
nastalog Cu1+ s dvije molekule bicinkonične kiseline (BCA, od engl. bicinchoninic acid) u 
ljubičasto obojeni produkt. Apsorbancija se mjeri na 562 nm i u izravnoj je vezi s 
koncentracijom proteina u uzorku. 
 Za određivanje koncentracije proteina najprije je pripremljen standard iz otopine BSA. 
Odvagano je 10 mg BSA i otopljeno u 1 mL pufera za liziranje stanica. Iz ove otopine 
pripremljena su razrjeđenja kako slijedi: 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,5 i 1 µg/µL. U pojedine 
jažice pločice s 96 mjesta naneseno je po 10 µL pufera za liziranje za 0 µg/µL BSA, zatim po 
10 µL svakog od razrjeđenja BSA standarda te po 10 µL prethodno razrijeđenih uzoraka 
staničnog lizata (1:50; u puferu za liziranje). Zatim je pomiješano 50 mL BCA reagensa A s 1 
mL BCA reagensa B te je po 200 µL ove smjese dodano u svaku od jažica. Pločica je zatim 
inkubirana tijekom 30 minuta na 37°C, nakon čega je određena apsorbancija na 562 nm 
pomoću čitača mikrotitarskih pločica. Koncentracija proteina određena je prema izmjerenoj 
apsorbanciji BSA standarda. 
 
Izvođenje SDS-poliakrilamidne elektroforeze 
 Razdvajanje proteina tijekom elektroforeze u SDS-poliakrilamodnom gelu odvija se na  
temelju razlike u masi pri čemu je prijeđeni put pojedinog proteina u gelu obrnuto 
proporcionalan logaritmu njegove molekulske mase. Pri tome SDS, prisutan u Laemlijevom 
puferu za denaturaciju proteina, ali i u razdvajajućem i sabijajućem gelu, poništava endogeni 
naboj proteina, tako da se veže na proteine i daje im negativan naboj omogućavajući kretanje 
proteina prema anodi tijekom elektroforeze.  
 Za izvođenje SDS-poliakrilamidne elektroforeze najprije je pripremljena otopina za 
izradu gela za razdvajanje proteina (12%). U tu svrhu pomiješano je 3,35 mL destilirane H2O, 
2,5 mL Tris-HCl-a (1,5 M, pH 8,8), 100 µL SDS-a (10%), 4 mL akrilamid/bisakrilamida 
(30%), 50 µL APS-a (10%) i 5 µL TEMED-a (10%). Pripremljena otopina ulivena je između 
dva stakalca te nadslojena s etanolom (70%). Nakon 45 minuta pripremljena je otopina za 
izradu gela za sabijanje proteina (4%). U tu svrhu pomiješano je 6,01 mL destilirane H2O, 2,5 
mL Tris-HCl-a (0,5 M, pH 6,8), 100 µL SDS-a (10%), 1,3 mL akrilamid/bisakrilamida 
(30%), 50 µL APS-a (10%) i 10 µL TEMED-a (10%). Zatim je uklonjen etanol s gela za 
razdvajanje i nadomješten otopinom za izradu gela za sabijanje. Jažice za nanošenje uzorka 
proteina na gelu za sabijanje pripremljene su umetanjem plastičnih češljića u gel odmah 
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nakon njegovog ulijevanja između stakalaca. Stakalca s polimeriziranim gelovima za 
razdvajanje i sabijanje uronjena su u pufer za provođenje SDS-poliakrilamidne elektroforeze, 
u jažice su naneseni uzorci proteina (20 µg) te je u sustavu za elektroforezu omogućen protok 
struje napona 100 V tijekom 90 minuta.  
 
Western prijenos proteina sa SDS-poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu membranu 
 U svrhu prijenosa proteina poliakrilamidni gel je nakon provedene elektroforeze 
postavljen na nitrocelulznu membranu. Gel i nitrocelulozna membrana obloženi su filter 
papirima i spužvicama jednakih veličina te je "sendvič" smješten u sustav za prijenos pazeći 
pri tome na očekivani smjer kretanja proteina u sustavu. U sustav je uliven prethodno ohlađen 
pufer za prijenos (+4°C) te je umetnut led i magnet za miješanje tijekom prijenosa. Elektro-
prijenos proteina s gela na membranu proveden je tijekom 60 minuta pri naponu struje od  
100 V. 
 
Određivanje ekspresije proteina 
 Nakon elektro-prijenosa proteina na membranu, membrana je isprana u odgovarajućem 
volumenu pufera TBS-T u 5 navrata po 5 minuta uz miješanje. Membrana je zatim smještena 
u odgovarajući volumen pufera za blokiranje nespecifičnog signala proteina (pufer TBS-T 
obogaćen 5% nemasnim mlijekom u prahu). Nakon 60 minuta uslijedila je inkubacija u 
otopini primarnog antitijela u odgovarajućoj koncentraciji (1:1000 za Hsp70/72, 1:500 za 
citokrom c, 1:1000 za aktin, u TBS-T-u) preko noći na +4°C, uz miješanje. Sljedeći dan 
membrana je isprana u 5 navrata po 5 minuta u puferu TBS-T na sobnoj temperaturi uz 
lagano miješanje te potom inkubirana u otopini sekundarnog protutijela tijekom 60 minuta na 
sobnoj temperaturi. Membrana je ponovno isprana u 5 navrata po 5 minuta u puferu TBS-T te 
potom inkubirana u 2 mL reagensa za detekciju kemiluminiscencije tijekom 3 minute. Nakon 
toga, višak reagensa je ocijeđen na filtar papir, a membrana je postavljena između plastičnih 
folija. Fotografski film za detekciju signala koji nastaje kao rezultat djelovanja HRP enzima 
vezanog na sekundarno protutijelo i supstrata za HRP iz reagensa za kemiluminiscenciju 
postavljen je uz membranu u kazeti u tamnoj komori. Nakon 10, 20 i 30 sekundi ili 1 i 2 
minute izlaganja filma membrani, film je umetnut u aparat za detekciju signala. Intenzitet 
proteinskih pruga na filmu izmjeren je pomoću programa Image J. 
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b) Kolorimetrijsko određivanje ekspresije Hsp70 
 Određivanje ekspresije inducibilnog oblika Hsp70, provedeno je i upotrebom kompleta 
za kolorimetrijsko određivanje apsolutne koncentracije u staničnom lizatu.  
 Za kolorimetrijsko određivanje ekspresije Hsp70 1x106 Jurkat stanica u 2000 µL RPMI 
medija (obogaćenog 10% FBS-om i 1% PS-om) nasađeno je u svaku od jažica sterilne ploče 
za uzgoj s 6 mjesta. Nakon tretmana stanice su centrifugirane 10 minuta pri 200 g, na talog je 
dodano 1 mL reagensa za ekstrakciju (obogaćenog s inhibitorima proteaza) te je smjesa 
ostavljena tijekom 30 minuta na ledu uz povremeno miješanje. Uslijedilo je centrifugiranje 
tijekom 10 minuta pri brzini od 21 000 g u ohlađenoj centrifugi (+4°C). Po 100 µL nadsloja te 
100 µL različitih razrjeđenja Hsp70 standarda iz kompleta (0,78, 1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25 i 
50 ng/mL; pripremljeni u reagensu za otapanje standarda) naneseno je u jažice pločice s 
vezanim mišjim monoklonalnim protutijelom specifičnim za inducibilni Hsp70. Pločica s 
uzorcima inkubirana je na sobnoj temperaturi tijekom 2 sata. Jažice su zatim isprane u četiri 
navrata sa po 200 µL pufera za ispiranje te je u svaku naneseno po 100 µL zečjeg 
poliklonalnog protutijela specifičnog za inducibilni Hsp70. Pločica je inkubirana na sobnoj 
temperaturi tijekom jednog sata. Jažice su zatim isprane u četiri navrata sa po 200 µL pufera 
za ispiranje te je u svaku naneseno po 100 µL protutijela za zečji IgG konjugiranog s 
peroksidazom iz hrena. Pločica je inkubirana na sobnoj temperaturi tijekom jednog sata. 
Jažice su zatim isprane u četiri navrata puferom za ispiranje (200 µL po jažici) te je u svaku 
jažicu naneseno po 100 µL supstrata za peroksidazu, tetrametilbenzidina. Pločica je 
inkubirana na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta. U jažice je zatim dodano po 200 µL 
otopine za zaustavljanje reakcije te je izmjerena apsorbancija na 450 nm.  
 
c) Određivanje ekspresije proteina imunocitokemijskom analizom 
 Za analizu ekspresije proteina u sterilne ploče za uzgoj s 24 mjesta postavljena su 
okrugla stakalca i obložena otopinom kolagena iz repa štakora (u 0,1 N octenoj kiselini). 
Nakon dvokratnog ispiranja otopine kolagena PBS-om, U251N stanice (3x103 stanica/jažici) 
nasađene su u ploče te nakon 24 sata tretirane citotoksičnim poticajem i/ili nanočesticama. 
Nakon tretmana u svaku jažicu dodano je 400 µL PFA (4%; u PBS-u) i inkubirano tijekom 10 
minuta na sobnoj temperaturi. Uslijedilo je trokratno ispiranje s po 500 µL PBS-a, svako u 
trajanju od 5 minuta, a zatim je naneseno 500 µL otopine Triton-X-100 (0,1%; u PBS-u) i 
inkubirano tijekom 5 minuta. Ponovno je uslijedilo trokratno ispiranje s po 500 µL PBS-a, 
svako u trajanju od 5 minuta. Stakalca sa stanicama su zatim inkubirana s 50 µL kozjeg 
seruma (10%; u PBS-u) tijekom 60 minuta u svrhu uklanjanja nespecifičnog signala proteina. 
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Otopina kozjeg seruma je uklonjena, a stakalca su zatim preko noći inkubirana u otopini 
primarnog protutijela za Hsp70/72 (1:200; u 10% kozjem serumu u PBS-u). Stakalca su 
trokratno isprana sa po 50 µL PBS-a. Uslijedila je inkubacija u otopini sekundarnog 
protutijela obilježenog bojom AlexaFluor488 (1:800; u 10% kozjem serumu u PBS-u) tijekom 
60 minuta na sobnoj temperaturi u tami. Stakalca su zatim trokratno isprana s po 50 µL PBS-
a. Konačno su stakalca inkubirana s 50 µL otopine Hoechst 33342 (10 µM; u PBS-u) tijekom 
5 minuta, nakon čega su isprana s 50 µL destilirane H2O, i postavljena u kapljici otopine za 
očuvanje fluorescentnog signala na mikroskopska stakalca te učvršćena nanošenjem laka za 
nokte na rubove. Mikroskopske slike dobivene su uz upotrebu fluorescentnog mikroskopa 
spojenog s digitalnom kamerom te programa Leica Application Suite V4, a analizirane su 
pomoću programa Image J. 
 
2.2.8. Statistička obrada rezultata 
 Statistička obrada podataka dobivenih mjerenjima provedena je pomoću statističkog 
programskog paketa GraphPad Prism 6. Za testiranje značajnosti razlike između dviju ili više 
skupina brojčanih podataka korišten je test ANOVA (od engl. ANalysis Of Variance), te 
Bonferroni-ijeva metoda za post–hoc testiranje. Vrijednost p<0,05 smatrana je statistički 
značajnom. 
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3.1. UVODNI PREGLED REZULTATA 
 Kako bi se ispitala uloga inducibilnog oblika Hsp70 u zaštiti tumorskih stanica od 
stanične smrti najprije je određena ekspresija ovog proteina u fiziološkim uvjetima. Za daljnje 
ispitivanje uloge Hsp70 u zaštiti od stanične smrti potaknute različitim spojevima te uloge 
Hsp70 u osiguravanju proliferacije tumorskih stanica, korištena su dva pristupa: izazivanje 
stanične smrti u uvjetima u kojima je ekspresija Hsp70 u tumorskim stanicama in vitro 
povećana te izazivanje stanične smrti u uvjetima u kojima ekspresija Hsp70 u tumorskim 
stanicama in vitro smanjena.  
 Povećana ekspresija Hsp70 postignuta je izlaganjem tumorskih stanica toplinskom 
stresu, odnosno uvjetima povišene temperature (43°C) tijekom 30 minuta. Nakon toplinskog 
stresa tumorske stanice su inkubirane u uvjetima uobičajeno korištenim tijekom kultiviranja 
svih staničnih linija (37°C, 95% vlažnosti, 5% CO2) tijekom 4, 8 ili 12 sati. Stanice su potom 
bile izložene tretmanu staurosporinom (1 µM) tijekom 4 sata, kako bi se izazvala aktivacija 
programirane stanične smrti, apoptoze, te ispitala uloga Hsp70 induciranog toplinskim 
stresom u zaštiti od programirane stanične smrti uzrokovane ovim spojem.  
 Smanjena ekspresija Hsp70 u tumorskim stanicama postignuta je posttranskripcijskim 
utišavanjem gena hsp70 pomoću siRNA uklopljene u kitozanske nanočestice. Nanočestice su 
pripremljene ionotropnim geliranjem kitozana (K) vodenom otopinom TPP-a ili smjesom 
vodenih otopina TPP-a i siRNA. Detalji o nukleotidnom slijedu Hsp70 sljedno-specifične 
siRNA korištene u ovom dijelu istraživanja mogu se naći u odjeljku 2.1.4. Ispitana su 
fizikalna svojstva kitozanskih nanočestica, njihova toksičnost te učinkovitost u utišavanju 
Hsp70, a zatim je promatrana i promjena u vijabilnosti tumorskih stanica uslijed izlaganja K-
TPP nanočesticama s uklopljenom Hsp70 sljedno-specifičnom siRNA tijekom razdoblja od 
jednog do tri dana. 
 Konačno, ispitan je istovremeni tretman K-TPP-Hsp70 siRNA nanočesticama, kao 
sredstvom za utišavanje Hsp70, i celastrolom, inhibitorom aktivnosti Hsp90. Promatrana je 
promjena stanične vijabilnosti uslijed istovremene inhibicije Hsp90 i utišavanja ekspresije 
Hsp70 u tumorskim stanicama uzgojenima kao jedan sloj adherentnih stanica te u tumorskim 
stanicama uzgojenima u obliku tumorskih sferoida.  
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3.2. ULOGA INDUCIBILNOG Hsp70 U ZAŠTITI OD STANIČNE SMRTI 
 
3.2.1. Ekspresija inducibilnog Hsp70 u tumorskim stanicama u fiziološkim i stresnim 
uvjetima 
 Kao model tumorskih stanica u ovom dijelu istraživanja korištene su Jurkat stanice. 
Ekspresija Hsp70 u ovim stanicama određena je ili u fiziološkim uvjetima rasta u mediju 
obogaćenom 10% FBS-om i 1% PS-om ili nakon izlaganja stanica toplinskom stresu. U 
ukupnoj količini staničnih proteina od 1 µg, izmjerena je apsolutna količina inducibilnog 
Hsp70 od 0,015 ng (± 0,06 ng). Uslijed toplinskog stresa ekspresija Hsp70 bila je značajno 
povećana 7,8 do 13,3 puta (p<0,001), ovisno o vremenu proteklom od izlaganja stanica 
toplinskom stresu do određivanja ekspresije proteina. Ekspresija Hsp70 bila je značajno 
povećana već 4 sata nakon izlaganja stanica toplinskom stresu, a između 8 i 12 sati dosegla je 
maksimum.    
 Budući da je u kasnijim eksperimentima staurosporin korišten za izazivanje apoptoze 
najprije su ispitane interakcije staurosporina s čimbenicima odgovornima za induciranje 
ekspresije Hsp70 uslijed toplinskog stresa. Utvrđeno je da u stanicama izloženima 
staurosporinu u koncentraciji od 1 µM u trajanju od 4 sata odmah nakon izlaganja toplinskom 
stresu ne dolazi do povećanja ekspresije Hsp70. Međutim, kada su stanice bile tretirane 
staurosporinom (1 µM, tijekom 4 sata) 4 ili 12 sati nakon njihovog izlaganja toplinskom 
stresu dolazilo je do indukcije ekspresije Hsp70. U tim je uvjetima ekspresija Hsp70 bila 
jednaka njegovoj ekspresiji utvrđenoj u stanicama 4 ili 12 sati nakon toplinskog stresa. 
Analiza ekspresije Hsp70 provedena je pomoću ELISA kompleta za mjerenje ekspresije 
inducibilnog oblika Hsp70 (slika 3.1.) i imunoblot analizom uz upotrebu protutijela 
specifičnih za ljudski inducibilni oblik Hsp70 (slika 3.2.). 
   
  
   Rezultati 
 
54 
 
Slika 3.1. Apsolutna količina inducibilnog Hsp70 u 1 µg staničnih proteina Jurkat stanica 
kultiviranih u fiziološkim uvjetima, 4, 8 ili 12 sati nakon toplinskog stresa (+ 4h, + 8h ili       
+ 12h) te nakon izlaganja stanica staurosporinu (1 µM) izmjerena ELISA kompletom za 
inducibilni Hsp70. Prikazane su srednje vrijednosti količine Hsp70 ± SD dobivene u 3 
neovisna pokusa. *** označava p<0,001 u odnosu na NK; NK – negativna kontrola, STS – 
staurosporin. 
 
 
Slika 3.2. Relativna ekspresija inducibilnog Hsp70 u Jurkat stanicama u fiziološkim uvjetima, 
4, 8 ili 12 sati nakon toplinskog stresa (+4h, +8h ili +12h) te nakon izlaganja staurosporinu 
(1 µM) utvrđena analizom imunoblota (desni prikaz). Prikazane su srednje vrijednosti 
ekspresije Hsp70 ± SD dobivene u tri neovisna pokusa. * označava p<0,05 u odnosu na NK; 
NK – negativna kontrola, STS – staurosporin. 
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 Povećana količina Hsp70 u tumorskim stanicama rezultat je povećane transkripcije 
hsp70 gena. Za analizu ekspresije hsp70 gena korišten je RT-PCR postupak. Utvrđeno je da 
već 1 sat nakon toplinskog stresa dolazi do značajnog (p<0,05) porasta transkripcije gena što 
je prikazano kao porast u količini Hsp70 mRNA u odnosu na količinu GAPDH mRNA u 
stanicama izloženim toplinskom stresu u odnosu na odnos količine Hsp70 mRNA i količine 
GAPDH mRNA u netretiranim stanicama (slika 3.3.).  
 
 
Slika 3.3. RT-PCR analiza genske 
ekspresije Hsp70 u Jurkat stanicama 
kultiviranim u fiziološkim uvjetima te 1, 2 ili 
4 sata nakon toplinskog stresa (+1h, +2h ili 
+4h). Prikazane su srednje vrijednosti 
ekspresije Hsp70 mRNA ± SD dobivene u tri 
neovisna pokusa. */**/*** označava 
p<0,05/ p<0,01/ p<0,001 u odnosu na 
negativnu kontrolu, NK. 
 
 
3.2.2. Uloga Hsp70 u zaštiti od stanične smrti izazvane staurosporinom 
 U svrhu ispitivanja djeluje li Hsp70 induciran toplinskim stresom u tumorskim 
stanicama u zaštiti stanica od stanične smrti inducirane staurosporinom Jurkat stanice izložene 
su najprije toplinskom stresu, a potom, nakon različitih vremenskih razdoblja oporavka od 
toplinskog stresa, staurosporinu u koncentraciji od 1 µM, tijekom 4 sata. Učinkovitost 
staurosporina u izazivanju programirane stanične smrti, apoptoze, bez izlaganja Jurkat stanica 
toplinskom stresu te nakon izlaganja Jurkat stanica toplinskom stresu, promatrana je kroz niz 
biokemijskih i morfoloških promjena koje se u stanicama događaju uslijed apoptoze:  
   1) otpuštanje citokroma c iz mitohondrija u citosol, 
   2) aktivacija kaspaze 3, 
   3) ispoljavanje fosfatdilserina na vanjskoj strani stanične membrane, 
   4) fragmentacija DNA. 
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 Tretman Jurkat stanica staurosporinom uzrokovao je značajno (p<0,05) otpuštanje 
citokroma c iz mitohonodrija u citosol kako je bilo i očekivano s obzirom na sposobnost 
staurosporina da potakne apoptozu posredovanu promjenama na razini mitohondrija i 
mitohondrijske membrane. U tretmanu u kojem je izlaganju staurosporinu prethodio toplinski 
stres s razdobljem oporavka od toplinskog stresa tijekom 4 ili 12 sati staurosporin je 
uzrokovao jednako otpuštanje citokroma c iz mitohondrija u citosol. Rezultati su prikazani na 
slici 3.4. i ukazuju da Hsp70 induciran toplinskim stresom nije spriječio proces apoptoze u 
Jurkat stanicama izloženim staurosporinu.  
 
 
Slika 3.4. Otpuštanje citokroma c u citosol u Jurkat stanicama izloženim samo staurosporinu 
(1 µM) ili staurosporinu nakon toplinskog stresa i oporavka stanica od 0, 4 i 12 sati. 
Prikazane su srednje vrijednosti omjera signala citokroma c i aktina ± SD dobivene u 3 
neovisna pokusa (lijevi prikaz) te reprezentativni imunoblot (desni prikaz). * označava 
p<0,05 u odnosu na negativnu kontrolu, NK. STS – staurosporin. 
 
 U Jurkat stanicama izloženim staurosporinu dolazi do značajne aktivacije kaspaze 3 
(p<0,05; slika 3.5.). Međutim, ukoliko izlaganju stanica staurosporinu prethodi toplinski stres 
i oporavak (4, 8 i 12 sati) također dolazi do aktivacije kaspaze 3 unatoč povećanoj ekspresiji 
Hsp70. To bi ukazivalo na izostanak uloge Hsp70 u zaštiti tumorskih stanica od apoptoze koja 
se odvija ovisno o kaspazama. Izlaganje stanica toplinskom stresu nije utjecalo na promjenu u 
aktivnosti kaspaze 3.  
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Slika 3.5. Aktivnost kaspaze 3 u Jurkat stanicama nakon tretmana staurosporinom te nakon 
toplinskog stresa popraćenog tretmanom staurosporinom (1 µM). Prikazane su srednje 
vrijednosti aktivnosti kaspaze 3 ± SD dobivene u 3 neovisna pokusa. */** označava 
p<0,05/p<0,01 u odnosu na NK; NK – negativna kontrola, STS – staurosporin. 
 
 Poznato je da se programirana stanična smrt u stanicama može odvijati i putem 
neovisnim o promjenama na razini mitohondrija te neovisno o aktivaciji kaspaze 3. 
Pristupljeno je stoga analizi stanične smrti metodama koje omogućavaju mjerenje ukupnih 
morfoloških promjena koje se događaju u završnoj fazi stanične smrti, a uključuju 
ispoljavanje fosfatdilserina na vanjskoj strani stanične membrane te fragmentaciju DNA. 
Kada je analiziran oblik stanične smrti Jurkat stanica izloženih staurosporinu utvrđivanjem 
spomenutih morfoloških promjena nađeno je da staurosporin izaziva programiranu staničnu 
smrt, apoptozu, ali i druge oblike stanične smrti. Protočnom citometrijom i obilježavanjem 
stanica aneksinom V i propidij jodidom utvrđen je udio stanica koje umiru apoptozom i 
nekrozom. Udio živih stanica bio je značajno povećan (p<0,01) ako su stanice prije izlaganja 
staurosporinu bile izložene toplinskom stresu i oporavku od 4 i 12 sati, dok se udio 
apoptotičnih stanica nije značajno smanjio (slika 3.6.). Međutim, udio stanica koje su 
klasificirane kao stanice u kasnoj fazi apoptoze ili u nekrozi, bio je značajno (p<0,001) snižen 
ukoliko je izlaganju Jurkat stanica staurosporinu prethodio toplinski stres i razdoblje oporavka 
u trajanju od 4 ili 12 sati. Ovi rezultati sugeriraju značajnu ulogu Hsp70, induciranog 
toplinskim stresom, u zaštiti stanica od apoptoze i/ili nekroze izazvane staurosporinom. 
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Slika 3.6. Udio različitih oblika stanične smrti određen protočnom citometrijom nakon 
izlaganja Jurkat stanica staurosporinu (1 µM) prije i nakon toplinskog stresa i oporavka. Na 
slici su naznačene različite populacije stanica od kojih aneksinV-/PI- predstavlja populaciju 
živih stanica, aneksinV+/PI- populaciju stanica u apoptozi, a aneksinV+/PI+ populaciju 
stanica u kasnoj apoptozi i/ili nekrozi. Prikazane su srednje vrijednosti udjela ± SD dobivene 
u 3 neovisna pokusa. **/*** označava p<0,01/p<0,001 u odnosu na negativnu kontrolu, NK; 
##/### označava p<0,01/p<0,001 u odnosu na tretman staurosporinom, STS. 
 
 Analiza fragmentacije DNA u Jurkat stanicama klasificira stanice s obzirom na oblik 
stanične smrti. Ukoliko su fragmenti DNA detektirani jedino u staničnom lizatu, pretpostavlja 
se da su stanice umirale programiranom staničnom smrti, apoptozom, prilikom koje nije došlo 
do oštećenja stanične membrane ali je došlo do fragmentacije DNA. Ukoliko su fragmenti 
DNA detektirani i u staničnom lizatu i u odvojenom staničnom nadsloju, pretpostavlja se da 
su stanice umirale i nekrozom uslijed koje je došlo do oštećenja staničnih membrana i 
oslobađanja fragmentirane DNA. Za analizu fragmentacije DNA Jurkat stanice tretirane su 
staurosporinom nakon toplinskog stresa s razdobljem oporavka od 12 sati.  
 Rezultati ukazuju da je udio apoptotičnih stanica bio značajno (p<0,001) smanjen kod 
izlaganja stanica staurosporinu uz prethodni toplinski stres i oporavak u trajanju od 12 sati 
(slika 3.7.). Istovremeno, može se uočiti da se udio nekrotičnih stanica nije značajno 
razlikovao između dva navedena tretmana. Ovi rezultati potvrdili su značajnu ulogu Hsp70, 
induciranog toplinskim stresom, u zaštiti stanica od apoptoze izazvane staurosporinom. 
Toplinski stres nije prouzročio umiranje stanica niti jednim od utvrđenih oblika stanične 
smrti. 
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Slika 3.7. Udio različitih oblika stanične smrti kod Jurkat stanica izloženih staurosporinu     
(1 µM) ili toplinskom stresu i staurosporinu nakon oporavka od toplinskog stresa u trajanju 
od 12 sati određen analizom fragmentacije DNA. Prikazane su srednje vrijednosti 
fragmentacije DNA ± SD dobivene u 3 neovisna pokusa. */*** označava p<0,05/p<0,001 u 
odnosu na negativnu kontrolu, NK; ## označava p<0,01 u odnosu na tretman 
staurosporinom, STS. 
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3.3. KITOZANSKE NANOČESTICE I UTIŠAVANJE Hsp70 
 
3.3.1. Fizikalna svojstva kitozanskih nanočestica 
 Kitozanske nanočestice pripremljene su prema modificiranoj metodi ionotropnog 
geliranja kitozana TPP-om. Nanočestice su sponatno nastajale prilikom ukapavanja otopine 
TPP-a u otopinu kitozana uslijed elektrostatskih interakcija između pozitivno nabijenih amino 
skupina kitozana i negativno nabijenih fosfatnih skupina TPP-a. Kitozanske nanočestice s 
uklopljenom siRNA priređuju se na isti način tako da se u otopinu kitozana ukapava otopina 
siRNA i TPP-a (slika 3.8.). Spontani nastanak nanočestica uočen je kao zamućenje.  
 
 
 
Slika 3.8. Shematski prikaz nastanka K-TPP-siRNA nanočestica te osnovne karakteristike 
molekula/spojeva upotrijebljenih za njihovu pripremu.  
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 U svim pripravcima nanočestica omjer dušika i fosfata, N:P iznosio je 100. N:P 
označava omjer molova amino skupina kitozana prema molovima fosfatnih skupina siRNA, a 
izračunava se iz mase upotrijebljenog polimera i siRNA. Pri tome se uzima u obzir da jedna 
amino skupina kitozana koja predstavlja jedan amino (N) naboj ima molekulsku masu   
167,88 Da, a jedna fosfatna skupina RNA koja predstavlja jedan fosfatni (P) naboj ima 
molekulsku masu 325 Da. Iz mase polimera i RNA u supenziji nanočestica može se izračunati 
N:P. N:P u iznosu 100:1, označava 100 naboja amino skupina kitozana prema jednom naboju 
fosfatne skupine siRNA, što ima za posljedicu prevladavanje pozitivnog naboja u 
nanočesticama, što u konačnom kompleksu između ova dva spoja određuje zeta potencijal i 
posredno i veličinu nanočestica.  
 Tablica 3.1. prikazuje fizikalna svojstva nanočestica izmjerena odmah nakon njihove 
pripreme pomoću uređaja za foton korelacijsku spektroskopiju. Za mjerenje su korišteni pH 
uvjeti jednaki onima u kojima su nanočestice pripremljene (∼ 4,5). Hidrodinamički promjer 
ukazuje na veličinu nanočestica, a zeta potencijal predstavlja površinski naboj. K-TPP 
nanočestice bez uklopljene siRNA imale su jednaka fizikalna svojstva kao i K-TPP 
nanočestice s uklopljenom siRNA.  
 
Tablica 3.1. Veličina nanočestica, indeks polidisperznosti i zeta potencijal. 
 
Sastav nanočestica 
 
Veličina (nm) 
± SD 
 
Indeks 
polidisperznosti* 
 
Zeta potencijal (mV) 
± SD 
 
 
K-TPP 
 
174,5 ± 7,3 
 
0,474 ± 0,074 
 
+33,10 ± 0,7 
 
K-TPP-negativna siRNA 
 
214,8 ± 4,3 
 
0,485 ± 0,062 
 
+34,01± 0,5 
 
K-TPP-Hsp70 siRNA 
 
197,8 ± 4,3 
 
0,454 ± 0,018 
 
+33,71± 0,7 
 
*Indeks polidisperznosti je arbitrarna vrijednost koja ukazuje na distribuciju izmjerenih 
veličina nanočestica u suspenziji. Maksimalna vrijednost indeksa polidisperznosti iznosi 1,0.  
 
 Kako pKa amino skupina kitozana iznosi 6,5, ukupni naboj kitozana može se 
promijeniti u ovisnosti o pH medija u kojem se kitozanske nanočestice nalaze. Kako bi se 
ispitao učinak promjene pH na promjenu fizikalnih svojstava nanočestica provedeno je 
određivanje hidrodinamičkog promjera i zeta potencijala u suspenziji nakon razrjeđivanja 
PBS-om kojemu je pH bio podešen na ~7,0 (u omjeru 1:10). Podešavanjem pH na ~7,0 
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imitirani su uvjeti u hranidbenom mediju korištenom za transfekciju tumorskih stanica s      
K-TPP-siRNA nanočesticama. Slika 3.9. prikazuje utjecaj pH medija na veličinu i zeta 
potencijal K-TPP i K-TPP-siRNA nanočestica. Za ovu analizu korištene su K-TPP 
nanočestice s uklopljenom negativnom siRNA. Može se uočiti da se i veličina i površinski 
naboj nanočestica mijenjaju u ovisnosti o pH medija u kojem se nalaze. 
 
 
Slika 3.9. Utjecaj pH na promjer (crveni stupci) i zeta potencijal (plave točke) K-TPP i        
K-TPP-siRNA nanočestica izmjeren pomoću uređaja za foton korelacijsku spektroskopiju. 
Prikazane su srednje vrijednosti 3 mjerenja (± SD).  
 
 Kako bi se preciznije odredila veličina kitozanskih nanočestica te utjecaj pH na 
veličinu, provedena su i mjerenja pomoću AF4 sustava za mjerenje (od engl. Asymmetrical 
flow field-flow fractionation). AF4 mjerenje provedeno je na Zavodu za kemiju, Sveučilišta u 
Montrealu (Department of Chemistry, Université de Montréal) ljubaznošću dr. sc. Alex 
Moquin-a. Za AF4 korišten je sistem AFx2000MT (Postnova Analytics, Landsberg, 
Germany) udružen s detektorom za signal u UV valnom području (SPD-20A, Postnova 
Analytics) i detektorom za raspršenje svjetlosti (DLS, od engl. dynamic light scattering 
detector; Wyatt-QELS, Wyatt Technology). Slika 3.10. prikazuje fraktogram kao rezultat AF4 
analize (A) u mediju pH 4,5 te hidrodinamički polumjer kitozanskih nanočestica u pH 7,4 kao 
rezultat DLS analize (B). Može se uočiti da se u pH 4,5 kitozanske nanočestice pojavljuju u 
rasponu rms polumjera (od engl. root-mean-square radius) od 100 do 200 nm. U pH 7,4 
uočavaju se dvije populacije različitih veličina, čestice veličina ~100 nm u polumjeru i ~200 
nm u promjeru te aglomerati ovih čestica (~500-1000 nm u promjeru). 
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Slika 3.10. A) AF4 fraktogram kitozanskih nanočestica u pH 4,5. Crna linija predstavlja UV 
signal na 260 nm postavljen u odnosu na vrijeme eluiranja nanočestica iz sustava za analizu. 
Crvena linija predstavlja intenzitet raspršenog svjetla postavljen u odnosu na vrijeme 
eluiranja nanočestica iz sustava za analizu. Crne točke predstavljaju polumjer K-TPP-siRNA 
nanočestica; B) hidrodinamički polumjer izračunat na osnovu DLS analize u pH 7,4.  
 
3.3.2. Učinkovitost uklapanja siRNA u kitozanske nanočestice 
 Nakon ispitivanja fizikalnih svojstava nanočestica ispitana je učinkovitost uklapanja 
siRNA u nanočestice. Učinkovitost uklapanja iznosila je 68,5% (±13,5), što je značilo da je 
od ukupne siRNA uključene u postupak pripremanja nanočestica, 68,5% (±13,5) siRNA u 
suspenziji bilo uklopljeno u K-TPP nanočestice, a ostatak je ostajao slobodan, odnosno 
nevezan za kitozan. Na osnovu srednje vrijednosti učinkovitosti uklapanja (68,5%) izračunati 
su volumeni suspenzija K-TPP-siRNA nanočestica koje je bilo potrebno koristiti u daljnjim 
eksperimentima kako bi se tijekom transfekcije osigurala odgovarajuća koncentracija siRNA 
(tablica 3.2.). 
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Tablica 3.2. Volumeni suspenzije K-TPP-siRNA nanočestica te odgovarajuće koncentracije 
otopina kitozana i TPP-a korištenih u transfekciji tumorskih stanica.  
V(suspenzije K-TPP-
siRNA nanočestica) 
/ukupni volumen  
c(siRNA) 
/nM 
c(kitozan) 
/mg/mL 
c(TPP) 
/mg/mL 
1/80 10 0,018 0,003 
1/40 25 0,036 0,006 
1/20 50 0,072 0,012 
1/10 100 0,143 0,024 
  
 Uklapanje siRNA u K-TPP nanočestice dodatno je određeno elektroforezom na 
agaroznom gelu. Slika 3.11. prikazuje elferogram iz kojeg je razvidno da dolazi do smanjenja 
mobilnosti siRNA uklopljene u nanočestice u odnosu na slobodnu siRNA. Zbog učinkovitog 
vezanja s kitozanom siRNA u K-TPP-siRNA nanočesticama zaostajala je tijekom 
elektroforeze u jažici uz negativnu elektrodu u odnosu na slobodnu siRNA koja je nesmetano 
tijekom elektroforeze putovala prema pozitivno nabijenoj elektrodi.  
 
 
Slika 3.11. Uklapanje siRNA u K-TPP nanočestice analizirano agaroznom elektroforezom. 
Prikazani su DNA standard, slobodna siRNA te suspenzija K-TPP nanočestica s uklopljenom 
negativnom ili Hsp70 siRNA (I-suspenzija prije centrifugiranja; II-talog dobiven nakon 
centrifugiranja suspenzije K-TPP-siRNA nanočestica). Strelica označava očekivani smjer 
kretanja siRNA.  
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 Stabilnost siRNA uklopljene u K-TPP nanočestice, odnosno sposobnost K-TPP 
nanočestica da zaštite siRNA od razgradnje djelovanjem serumskih proteina, ispitana je 
inkubacijom K-TPP-siRNA nanočestica u hranidbenom mediju s različitim udjelima FBS-a 
(0, 10 i 50%). Slobodna, "gola" siRNA bila je razgrađena u mediju obogaćenom s FBS-om 
već nakon 30 minuta inkubacije pri 37°C (slika 3.12. A). Međutim, pri izlaganju K-TPP-
siRNA nanočestica mediju s 10% FBS-a, siRNA uklopljena u nanočestice ostala je cjelovita, 
čak i do 24 sata inkubacije u takvom mediju. Medij s 50% FBS-a dovodi do razaranja K-TPP-
siRNA interakcija i oslobađanja siRNA iz K-TPP nanočestica, što se na agaroznoj 
elektroforezi može uočiti kao slabi difuzni signal već nakon 2 sata inkubacije pri 37°C (slika 
3.12. B). 
 
Slika 3.12. Stabilnost siRNA. A) "gola" siRNA nakon 30 minuta inkubacije u hranidbenom 
mediju s različitim udjelima FBS-a; B) siRNA uklopljena u K-TPP nanočestice nakon 2, 4 ili 
24 sata inkubacije u hranidbenom mediju s različitim udjelima FBS-a (I-0%, II-10%, III-50% 
FBS u hranidbenom mediju). Crna strelica označava očekivani smjer kretanja siRNA, sive 
strelice označavaju siRNA oslobođenu iz K-TPP nanočestica. 
 
3.3.3. Toksičnosti kitozanskih nanočestica 
 Najprije je ispitana toksičnost pojedinih spojeva upotrijebljenih u pripremi K-TPP-
siRNA nanočestica, otopine kitozana, otopine TPP-a i otopine siRNA u onom odnosu 
volumena koji je predstavljao najveću korištenu koncentraciju siRNA nakon pripreme 
nanočestica (100 nM). Različite tumorske stanice izložene su navedenim otopinama tijekom 
24 sata. Nije uočeno značajno smanjenje stanične vijabilnosti osim kod U251N i HepG2 
staničnih linija kod kojih je došlo do manjeg, ali značajnog (p<0,05), smanjenja stanične 
vijabilnosti nakon inkubacije sa suspenzijom K-TPP nanočestica (Slika 3.13.).  
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Slika 3.13. Toksičnost otopina spojeva upotrijebljenih za pripremu K-TPP-siRNA nanočestica 
u različitim tumorskim staničnim linijama. Stanična vijabilnost izražena je kao metabolička 
aktivnost, a određena je MTT testom 24 sata po završetku inkubacije. Prikazane su srednje 
vrijednosti metaboličke aktivnosti ± SD dobivene u 3 neovisna pokusa. * označava p<0,05; 
NK – negativna kontrola. 
 
 Nadalje, nakon utvrđivanja da spojevi koji su upotrijebljeni za pripremu K-TPP-siRNA 
nanočestica nisu značajno toksični u različitim tumorskim staničnim linijama ispitana je 
toksičnost suspenzije K-TPP nanočestica nakon uklapanja negativne siRNA u njih. K-TPP-
siRNA nanočestica s uklopljenom negativnom siRNA različitih koncentracija (25, 50 ili 100 
nM) također nisu pokazale značajnu toksičnost nakon tretmana u trajanju od 24 sata u 
različitim tumorskim staničnim linijama (slika 3.14. A i B). Manji, ali značajan pad 
vijabilnosti, uočen je jedino kod najviše primijenjene koncentracije nanočestica (100 nM 
siRNA). Kitozanske nanočestice u stanice prodiru stvaranjem udubljenja stanične membrane. 
Ukoliko je stanica izložena povećanom broju kitozanskih nanočestica, kako je to slučaj kod 
najviše primijenjene koncentracije nanočestica (100 nM siRNA), oštećenja nastala prilikom 
udubljenja stanične membrane ne mogu biti učinkovito uklonjena što dovodi do stanične 
smrti. Ukoliko je stanica izložena manjem broju nanočestica (< 100 nM siRNA), oštećenja 
nastala zbog ulaska nanočestica mogu biti učinkovito uklonjena te nema niti izraženog 
sniženja stanične vijabilnosti.  
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Slika 3.14. Vijabilnost stanica određena je 24 sata nakon izlaganja kitozanskim 
nanočesticama s uklopljenom negativnom siRNA: A) u različitim tumorskim staničnim 
linijama MTT testom; prikazane su srednje vrijednosti metaboličke aktivnosti ± SD dobivene 
u 3 neovisna pokusa; B) u U251N stanicama brojanjem staničnih jezgara nakon 
obilježavanja bojom Hoechst 33342. Prikazane su reprezentativne mikroskopske slike 
različitih tretmana (lijevo) te srednja vijabilnost ± SD izražena prema netretiranom uzorku 
(desno). NK – negativna kontrola; 25, 50, 100 nM označava koncentracije uklopljene siRNA. 
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3.3.4. Učinkovitost unosa siRNA u tumorske stanice pomoću kitozanskih nanočestica 
 Učinkovitost unosa siRNA u tumorske stanice određena je nakon uklapanja siRNA 
sljedno-specifične za Hsp70 i obilježene s fluorescentnom bojom cy3 u kitozanske 
nanočestice. Uočen je učinkovit unos siRNA pomoću kitozanskih nanočestica u citoplazmu 
U251N stanica nakon 24 sata, dok je u prvih 6 sati transfekcije ulazak siRNA u stanice bio 
slabije učinkovitosti (slika 3.15. A i B). Transfekcija pomoću kitozanskih nanočestica u svrhu 
utišavanja ekspresije proteina u narednim pokusima je stoga provedena tijekom razdoblja od 
24 sata. 
 
 
Slika 3.15. A) Jezgre U251N stanica obilježene bojom Hoechst 33342 (plavo obojenje) 24 
sata nakon transfekcije s K-TPP-siRNA. siRNA (crveno obojenje i bijele strelice) se nalazi u 
citoplazmi (okviri različitih boja oko jezgri); B) Kvantifikacija signala koji označava 
intenzitet cy3 po stanici. */** označava p<0,05/0,01 u odnosu na negativnu kontrolu, NK.  
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 Unos siRNA pomoću kitozanskih nanočestica u tumorske stanice bio je znatno otežan 
ukoliko je transfekciji kitozanskim nanočesticama prethodio tretman specifičnim inhibitorom 
endocitoze, kloropromazinom (CPZ, od engl. chlorpromazine, 50 μM, tijekom 30 minuta). 
CPZ je spoj kationskog karaktera koji sprječava oblaganje udubljenja stanične membrane 
klatrinima i na taj način inhibira endocitozu posredovanu klatrinima. Udio stanica u kojima je 
zabilježena prisutnost cy3-om obilježene siRNA (100 nM) kada je tretman kitozanskim 
nanočesticama proveden tijekom 24 sata iznosio je 79,6% (±10,4). Ovaj udio bio je značajno 
snižen i iznosio je 30,9% (±17,2) kada je tretmanu kitozanskim nanočesticama prethodio 
tretman CPZ-om (slika 3.16.). Ulazak kitozanskih nanočestica u tumorske stanice se prema 
tome dijelom odvija endocitozom posredovanom klatrinima. 
 
 
Slika 3.16. Udio U251N stanica s cy3-siRNA u citoplazmi nakon transfekcije K-TPP-siRNA 
nanočesticama (-CPZ) te nakon transfekcije K-TPP-siRNA nanočesticama kojoj je prethodio 
tretman s kloropromazinom (+CPZ). Udio stanica s cy3-siRNA određen je pomoću aparata 
za snimanje ploča za uzgoj, Operetta, PerkinElmer. *** označava p<0,001 u odnosu na 
negativnu kontrolu, NK, ili prikazani tretman.  
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3.3.5. Utišavanje Hsp70  
 Učinkovitost K-TPP-siRNA nanočestica u utišavanju Hsp70 na posttranskripcijskoj 
razini određena je RT-PCR-om (slika 3.17.). Transfekcija Hsp70 siRNA provedena uz 
upotrebu komercijalno dostupnog sredstva za transfekciju napravljenog od lipida (HiPerFect) 
uzrokovala je značajno smanjenje ekspresije Hsp70 u Jurkat stanicama (~40%; p<0,05). 
Transfekcija Hsp70 siRNA pomoću kitozanskih nanočestica uzrokovala je usporedivo i 
značajno smanjenje ekspresije Hsp70 u Jurkat stanicama (~48%; p<0,05). U transfekciji s oba 
sustava korištena je jednaka koncentracija siRNA (50 nM).  
 
 
Slika 3.17. Utišavanje hsp70 u Jurkat stanicama transfekcijom HiPerFect reagensom (HF) ili 
K-TPP-siRNA nanočesticama s uklopljenom Hsp70 siRNA mjereno RT-PCR-om 12 i 24 sata 
nakon tretmana. Prikazane su srednje vrijednosti Hsp70 mRNA ± SD dobivene u 3 neovisna 
pokusa. */** označava p<0,05/p<0,01; NK – negativna kontrola. !
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3.4. BIOLOŠKA AKTIVNOST KITOZANSKIH NANOČESTICA S 
UKLOPLJENOM Hsp70 siRNA 
 
3.4.1. Utjecaj kitozanskih nanočestica s uklopljenom Hsp70 siRNA na vijabilnost 
tumorskih stanica 
 U prethodnom odjeljku pokazano je da se kitozanske nanočestice mogu učinkovito 
koristiti za dostavu siRNA u stanice te da se na ovaj način može postići i do 50% sniženja u 
ekspresiji hsp70. Utišavanje inducibilnog Hsp70 u tumorskim stanicama može dovesti do 
otežane proliferacije stanica i sprječavanja daljnjeg staničnog rasta što se očituje u smanjenju 
vijabilnosti. Međutim, faktori prisutni u hranidbenom mediju, poput FBS-a, mogu utjecati na 
transfektivnu sposobnost kitozanskih nanočestica. Nadalje, inkubacija stanica u hranidbenom 
mediju iz kojeg je uklonjen FBS može učiniti stanice osjetljivijima na tretman nanočesticama. 
Stoga je ispitana promjena vijabilnosti tumorskih stanica nakon tretmana s Hsp70 siRNA 
dostavljenom u kitozanskim nanočesticama u hranidbenim medijima različitog sastava.  
 Stanice Jurkat stanične linije rasle su tijekom 24 sata u hranidbenom mediju sa svim 
dostupnim faktorima rasta (10% FBS) ili u mediju iz kojeg su ti faktori rasta bili uklonjeni 
(0% FBS). Stanice su zatim tretirane K-TPP nanočesticama s uklopljenom negativnom ili 
Hsp70 siRNA u hranidbenom mediju jednakog sastava. Nakon 3 dana medij prethodnog 
tretmana je uklonjen, a stanice su ponovno tretirane svježe pripremljenim kitozanskim 
nanočesticama. Tijekom vremenskog razdoblja od 3 dana Jurkat stanice su predvidivo prošle 
kroz jednu staničnu diobu te je ponovljenim tretmanom osigurana jednaka koncentracija 
spojeva/nanočestica u svim stanicama. 
 Uočeno je da je u mediju bez FBS-a proliferacija Jurkat stanica nakon 3 dana značajno 
(p<0,05) potaknuta tretmanom K-TPP nanočesticama bilo s uklopljenom negativnom ili 
Hsp70 siRNA (slika 3.18. A). U uvjetima nedostatne količine faktora rasta Jurkat stanice su, 
čini se, koristile komponente kitozanskih nanočestica u svrhu osiguravanja svoje daljnje 
proliferacije. Naime, uočeno je i značajno (p<0,05) povećanje metaboličke aktivnosti Jurkat 
stanica 5 dana od početka tretmana K-TPP nanočesticama bilo s uklopljenom negativnom ili 
Hsp70 siRNA u hranidbenom mediju bez faktora rasta (0% FBS; slika 3.18. B). Ovaj rezultat 
mogao bi se protumačiti kao mogućnost da Jurkat stanice koriste kitozan kao sredstvo 
preživljenja u uvjetima nedovoljne količine faktora rasta budući je najveći porast metaboličke 
aktivnosti uočen kod tretmana otopinom kitozana, dok otopina TPP-a nije pridonijela 
povećanju vijabilnosti.   
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 Uslijed transfekcije Jurkat stanica kitozanskim nanočesticama u uvjetima dostatnih 
količina faktora rasta (10% FBS) nije uočeno povećanje proliferacije i vijabilnosti nakon 
tretmana bilo s otopinom kitozana bilo s kitozanskim nanočesticama. Međutim, očekivano 
smanjenje vijabilnosti nakon tretmana kitozanskim nanočesticama s uklopljenom Hsp70 
siRNA također nije uočeno. Pretpostavljeno je: i) da u uvjetima dostatnih količina faktora 
rasta kitozan, bilo slobodni bilo u nanočesticama, ne pridonosi proliferaciji i vijabilnosti 
tumorskih stanica i ii) da uslijed dvije diobe Jurkat stanica tijekom 3 ili 5 dana nisu osigurane 
dovoljne količine Hsp70 siRNA koje bi dovelo do utišavanja gena hsp70. Kitozanske 
nanočestice se stoga mogu koristiti za transfekciju siRNA u uvjetima dostatnih količina 
faktora rasta (10% FBS). 
 
 
Slika 3.18. A) Proliferacija Jurkat stanica tijekom tretmana K-TPP nanočesticama s 
uklopljenom negativnom ili Hsp70 siRNA u hranidbenom mediju bez FBS-a; B) Vijabilnost 
Jurkat stanica 5 dana nakon tretmana otopinama kitozana i TPP-a i K-TPP nanočesticama, 
mjerena MTT testom te prikazana kao metabolička aktivnost. Prikazane su srednje vrijednosti 
proliferacije i metaboličke aktivnosti u odnosu na negativnu kontrolu ± SD dobivene u 3 
neovisna pokusa. * predstavlja p<0,05 u odnosu na negativnu kontrolu, NK. 
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 Kako bi se osigurala dovoljna količina Hsp70 siRNA nakon dioba Jurkat stanica i 
U251N stanica proveden je tretman K-TPP-Hsp70 siRNA nanočesticama (50 nM siRNA) 
tijekom 2 ili 3 dana uz ponavljanje tretmana svaka 24 sata. Preciznije, nakon svaka 24 sata 
medij prethodnog tretmana je uklonjen te su stanice inkubirane u svježem hranidbenom 
mediju s dodatkom nove količine kitozanskih nanočestica. Na ovaj način stanice su nakon 
svake diobe bile izložene jednakim uvjetima tretmana. Uočeno je da ponovljeni tretman K-
TPP-Hsp70 siRNA nanočesticama dovodi do značajnog (p<0,001) smanjenja vijabilnosti 
tumorskih stanica u odnosu na tretman K-TPP-negativna siRNA nanočesticama i/ili u odnosu 
na netretirane stanice (slika 3.19.). Ponovljeni tretman K-TPP-Hsp70 siRNA nanočesticama 
osigurava u Jurkat i U251N stanicama dostatnu količinu siRNA kako bi se provelo utišavanje 
gena hsp70. Utišavanje gena hsp70 postignuto na ovaj način dovelo je do smanjenja stanične 
vijabilnosti Jurkat i U251N stanica.  
 
 
Slika 3.19. Vijabilnost Jurkat i U251N stanica tijekom 2 ili 3 dana ponavljanog tretmana 
(svaka 24 sata) K-TPP nanočesticama ili K-TPP nanočesticama s uklopljenom negativnom ili 
Hsp70 siRNA, određena brojanjem stanica nakon bojanja s tripanskim plavilom. Prikazane 
su srednje vrijednosti vijabilnosti ± SD dobivene u 3 neovisna pokusa. *** predstavlja 
p<0,001 u odnosu na negativnu kontrolu, NK. 
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3.5. ANTITUMORSKA AKTIVNOST Hsp70 I Hsp90 INHIBITORA 
 
3.5.1. Promjena vijabilnosti tumorskih stanica uslijed inhibicije Hsp90  
 Spojevi potput celastrola, kurkumina i 17-AAG navedeni su u literaturi kao inhibitori 
aktivnosti Hsp90. Ovi spojevi djeluju na način da sprječavaju interakciju Hsp90 s partnerskim 
proteinima koji zajedno s njim promoviraju stanično preživljavanje. Inhibicija aktivnosti 
Hsp90, dakle, posljedično dovodi do sprječavanja daljnje proliferacije tumorskih stanica. U 
prethodnom odjeljku pokazano je da utišavanje ekspresije Hsp70 dovodi do smanjenja 
stanične vijabilnosti. Istovremeni tretman s inhibitorima Hsp90 (celastrol, kurkumin i         
17-AAG) i inhibitorima Hsp70 aktivnosti u tumorskim stanicama uzrokovao bi prema tome 
sprječavanje proliferacije zbog gubitka aktivnosti Hsp90 i poticanje spontane stanične smrti 
zbog gubitka aktivnosti Hsp70. Istovremenim djelovanjem na dva stanična puta mogla bi se 
postići učinkovitija antitumorska terapija.  
 Nekoliko tumorskih staničnih linija (U251N, Jurkat, HepG2, MCF-7, A549) izloženo je 
djelovanju celastrola u koncentracijama od 0,001 do 5 µM tijekom 24 sata. Vijabilnost 
tumorskih stanica procijenjena je temeljem mjerenja metaboličke aktivnosti stanica (MTT 
test) kako je prikazano na slici 3.20. A. Utvrđeno je da koncentracije celastrola od 1 do 5 µM 
za ≥50% smanjuju vijabilnost svih navedenih tumorskih stanica. Tretmani s kurkuminom (25 
µM) i 17-AAG (5 µM) nakon 24 sata izazvali su 25% smanjenje vijabilnosti U251N stanica 
(slika 3.20. B). 
 
Slika 3.20. Metabolička aktivnost različitih tumorskih staničnih linija u prisutnosti celastrola 
(A), i U251N stanica u prisutnosti kurkumina i 17-AAG-a (B). LD50/25 označava letalnu dozu 
spoja pri kojoj je vijabilnost stanica smanjena za 50% odnosno za 25% u odnosu na 
negativnu kontrolu. *** predstavlja p<0,001 u odnosu na negativnu kontrolu, NK. 
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3.5.2. Udružena inhibicija Hsp70 i Hsp90  
 Celastrol  je pri koncentraciji od 1 µM uzrokovao smanjenje vijabilnosti tumorskih 
stanica već nakon 24 sata (71,61% ± 9,94 za Jurkat te 90,92% ± 3,54 za U251N, u odnosu na 
negativnu kontrolu). Kada su tumorske stanice bile istovremeno izložene kitozanskim 
nanočesticama s Hsp70 siRNA (50 nM) i celastrolu njihova se vijabilnost nakon 24 sata 
značajno smanjila (p<0,05) u odnosu na stanice izložene samo kitozanskim nanočesticama ili 
samo celastrolu (slika 3.21. A i B).  
 
 
Slika 3.21. Vijabilnost Jurkat (A) i U251N (B) stanica određena brojanjem živih stanica 
nakon bojanja s tripanskim plavilom nakon istovremenog izlaganja stanica K-TPP-Hsp70 
siRNA nanočesticama i celastrolu (1 µM). Prikazane su srednje vrijednosti vijabilnosti ± SD 
dobivene u 3 neovisna pokusa. */**označava p<0,05/p<0,01 u odnosu na negativnu kontrolu, 
NK. 
 
 Poboljšani učinak u smanjenju stanične vijabilnost uočen je i kod istovremenog 
izlaganja stanica K-TPP-Hsp70 siRNA nanočesticama i 17-AAG-u, ali tek nakon tretmana u 
trajanju od 48 sati (slika 3.22.). Međutim istovremeno izlaganje stanica kitozanskim 
nanočesticama s uklopljenom Hsp70 siRNA i kurkuminu uzrokovalo je povećanje stanične 
vijabilnosti, što je opovrgnulo hipotezu da bilo koji spoj koji je aktivan u inhibiciji Hsp90 
može dovesti do smanjenja vijabilnosti tumorskih stanica pri istovremenoj inhibiciji Hsp70 i 
Hsp90.  
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Slika 3.22. Metabolička aktivnost kao mjera vijabilnosti U251N stanica mjerena MTT testom 
nakon istovremenog izlaganja stanica kitozanskim nanočesticama s uklopljenom Hsp70 
siRNA i 17-AAG-u (5 mM) odnosno kurkuminu (25 µM). Prikazane su srednje vrijednosti 
metaboličke aktivnosti ± SD dobivene u 3 neovisna pokusa. * označava p<0,05; NK - 
negativna kontrola. 
 
3.5.3. Ekspresija Hsp70 u stanicama nakon izlaganja kitozanskim nanočesticama s 
uklopljenom Hsp70 siRNA i celastrolu   
 Proveden je tretman toplinskim stresom na način da su U251N stanice izložene 
temperaturi od 43°C tijekom 30 minuta, u kompletnom hranidbenom mediju, nakon čega su 
bez promjene medija prenesene u uvjete temperature 37°C tijekom narednih 24 sata. Tretman 
celastrolom proveden je tijekom 24 sata u kompletnom hranidbenom mediju. Slika 3.23. A 
prikazuje reprezentativne mikroskopske slike tretmana kao rezultat imunocitokemijske 
analize. Može se uočiti da je inducibilni Hsp70 u U251N stanicama prisutan i u fiziološkim 
uvjetima i da je protein lokaliziran primarno u citoplazmi. Tretman bilo toplinskim stresom 
bilo celastrolom dovodi do značajnog (p<0,01) povećanja ekspresije inducibilnog Hsp70 
(slika 3.23. B). Celastrol (1 µM) izaziva usporediv porast u ekspresiji Hsp70 s onim vidljivim 
nakon toplinskog stresa. 
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Slika 3.23. A) U251N stanice 24 sata nakon toplinskog stresa ili izlaganja celastrolu (1 µM). 
Prvi stupac (s lijeva na desno) prikazuje jezgre stanica (plavo obojenje uslijed vezanja boje 
Hoechst 33342), drugi stupac prikazuje ekspresiju inducibilnog Hsp70 (zeleno obojenje 
uslijed vezanja protutijela obilježenog fluorescentnom bojom AlexaFluor488). Treći stupac 
prikazuje položaj Hsp70 u stanicama u odnosu na jezgre; B) Kvantifikacija signala koji 
označava ekspresiju Hsp70 (** označava p<0,01 u odnosu na negativnu kontrolu, NK). 
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 Kada je analiza ekspresije Hsp70 provedena nakon tretmana celastrolom kombiniranog 
s utišavanjem gena hsp70 pomoću K-TPP-Hsp70 siRNA nanočestica na način da su U251N 
stanice tretirane istovremeno celastrolom (1µM) i K-TPP-Hsp70 siRNA (100 nM) 
nanočesticama tijekom 24 sata, rezultati su pokazali značajno smanjenje ekspresije Hsp70 u 
ovom tretmanu u odnosu na odgovarajuće kontrole, prvenstveno u odnosu na tretman 
celastrolom. Slika 3.24. A prikazuje reprezentativne mikroskopske slike U251N stanica 
podvrgnutih tretmanima celastrolom i/ili K-TPP nanočesticama s ili bez uklopljene siRNA 
(negativna ili Hsp70). Slika 3.24. B prikazuje brojčane vrijednosti fluorescentnog signala 
izmjerene pomoću programa Image J izražene kao omjer prema izmjerenim vrijednostima u 
uzorku netretiranih stanica. Između kombiniranog tretmana celastrolom i K-TPP-Hsp70 
siRNA nanočesticama uočena je statistički značajna razlika (p<0,05) u odnosu na kombinirani 
tretman celastrolom i K-TPP-negativna siRNA nanočesticama, te u odnosu na tretman 
celastrolom. Slika 3.24. C prikazuje rezultate western analize provedene nakon identičnih 
tretmana u U251N stanicama kao potvrdu rezultata dobivenih imunocitokemijskom analizom.  
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Slika 3.24. A (← prethodna stranica) U251N stanice 24 sata nakon istovremenog izlaganja 
stanica celastrolu (1 µM) i nanočesticama s uklopljenom Hsp70 siRNA. Prvi stupac (s lijeva 
na desno) prikazuje izgled stanica vidljiv fazno kontrastnim objektivom, drugi stupac 
prikazuje jezgre stanica, treći stupac prikazuje ekspresiju Hsp70, a četvrti stupac prikazuje 
položaj Hsp70 u stanicama u odnosu na jezgre; B) Kvantitativne vrijednosti signala koji 
označava ekspresiju Hsp70 izražene kao omjer prema vrijednostima u negativnoj kontroli 
(prvi stupac s lijeva na desno). Prikazane su srednje vrijednosti kvantificiranog signala ± SD 
dobivene u 3 neovisna pokusa; C) Rezultati imunoblot analize ekspresije Hsp70 (NK-
negativna kontrola, 1-K-TPP-negativna siRNA, 2-K-TPP-Hsp70 siRNA, 3-celastrol, 4-K-
TPP-negativna siRNA+celastrol, 5-K-TPP-Hsp70 siRNA+celastrol; ** označava p<0,01). 
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3.5.4. Učinak inhibicije Hsp70 i Hsp90 u tumorskim sferoidima 
 Dostupnost citotoksičnih spojeva usmjerenih na tumore može biti ograničena uslijed 
hipoksije i slabe vaskularizacije tumorskih tkiva. Kako proteinska ekspresija i uzorci rasta u 
tumorskim sferoidima podsjećaju na one u tumorima in vivo nadalje je u ovom istraživanju 
ispitana učinkovitost kombinirane antitumorske terapije na tumorskim sferoidima 
pripremljenim od U251N stanica. Slika 3.25. A prikazuje rezultate tretmana provedenih na 
U251N sferoidima. U251N sferoidi imali su veličinu od 400 μm u promjeru nakon 4 dana 
rasta u uvjetima staničnih kultura (37ºC, 95% vlažnosti, 5% CO2; hranidbeni medij obogaćen 
10%-tnim FBS-om i 1%-tnim PS-om). Nakon tretmana celastrolom (≥2,5 μM) tijekom 48 
sati, došlo je do smanjenja promjera sferoida. Mrtve stanice koje su se pri tome pojavile 
mogle su se primijetiti kao stanice koje su se odvojile od strukture sferoida. U251N sferoidi 
ostajali su nepromijenjeni nakon istovremenog izlaganja nanočesticama s uklopljenom Hsp70 
siRNA i celastrolu. Kako bi se odredio udio stanične smrti u U251N sferoidima sferoidi su 
nakon tretmana izloženi otopini propidij jodida (PI) i Hoechst-a 33342. Nakon analize 
pomoću fluorescentnog mikroskopa te programa Image J određeni su intenziteti 
fluorescencija ovih dviju boja te je njihov brojčani omjer (R) postavljen kao vrijednost 1 u 
negativnoj kontroli (U251N sferoidi koji su tijekom tretmana rasli u DMEM mediju 
obogaćenom 10% FBS-om i 1% PS-om). Ukratko, povišenje PI/Hoechst omjera u odnosu na 
relevantnu kontrolu označavalo je porast udjela mrtvih stanica zbog porasti vrijednosti 
intenziteta PI boje koja prodire u stanice s oštećenim membranama. PI/Hoechst omjer 
značajno je bio povišen kod tretmana U251N sferoida celastrolom (2,5 μM; R=4,4±0,5, 
p<0,05) u odnosu na negativnu kontrolu (slika 3.25. B), dok utišavanje Hsp70 pomoću Hsp70 
sljedno-specifične siRNA (50 nM) uklopljene u kitozanske nanočestice nije dovelo do 
povišenja PI/Hoechst omjera odnosno smanjenja stanične vijabilnosti tumorskih sferoida 
nakon 48 sati. Kod istovremenog izlaganja tumorskih sferoida nanočesticama s uklopljenom 
Hsp70 siRNA (50 nM) i celastrolu (2,5 μM) također nije došlo do porasta PI/Hoechst omjera. 
Naprotiv, PI/Hoechst omjer bio je značajno smanjen (R=2,8±0,5, p<0,05) u odnosu na 
zasebne tretmane.  
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 Na U251N sferoidima nisu mogli biti ponovljeni jednaki učinci kombiniranog 
tretmana s kitozanskim nanočesticama s Hsp70 siRNA u koncentraciji od 50 nM koji su 
uočeni u U251N stanicama uzgojenim u jednom sloju. Zbog kompleksnih interakcija u 
trodimenzionalnoj strukturi otežan je ulazak kako celastrola tako i K-TPP nanočestica dublje 
u strukturu tumorskih sferoida i stoga je potrebno koristiti veće doze istih tretmana kako bi se 
u sferoidima reproduciralo smanjenje vijabilnosti uzrokovano istovremenom inhibicijom 
Hsp90 i Hsp70.  
 Vijabilnost U251N sferoida bila je značajno smanjena (R=6,9±0,6, p<0,05) kad je 
tretman celastrolom kombiniran s tretmanom K-TPP-Hsp70 siRNA nanočesticama s 4x 
većom koncentracijom siRNA (200 nM; slika 3.25. B). No, kod ovih koncentracija siRNA i 
K-TPP nanočestice bile su značajno toksične (R=3,6±1,1). Za usporedbu proveden je tretman 
s lipidnim sustavom za dostavu siRNA, lipofektaminom 2000, te je uočeno da Hsp70 siRNA 
unesena u tumorske sferoide na ovaj način također pridonosi povišenju udjela stanične smrti 
uzrokovane celastrolom (slika 3.25. C). Tretman lipofektamin 2000 zasebno bio je značajno 
toksičniji od tretmana K-TPP nanočesticama (R=3,6±1,1 kod tretmana K-TPP nanočesticama, 
R=9,4±1,7 kod tretmana sa lipofektaminom 2000, p<0,01).  
 Navedeni rezultati pokazuju kako istovremena inhibicija aktivnosti Hsp90 i sniženje 
ekspresije Hsp70 pomoću sljedno-specifične siRNA dostavljene uz upotrebu kitozanskih 
nanočestica, uz odgovarajuće koncentracije celastrola i siRNA, značajno pridonosi smanjenju 
vijabilnosti trodimenzionalnih modela tumora in vitro. 
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Slika 3.25. U251N sferoidi nakon istovremenog izlaganja kitozanskim nanočesticama s 
uklopljenom Hsp70 siRNA i celastrolu (2,5 µM) u trajanju od 48 sati. A (na prethodnoj 
stranici) prikazuje reprezentativne mikroskopske slike U251N sferoida tretiranih kako je to 
prikazano u opisu s lijeve strane slike. Strelice upućuju na odvajanje mrtvih stanica od 
strukture sferoida. Ordinate u B i C pokazuju PI/Hoechst 33342 omjer (R). Srednje 
vrijednosti R±SEM izražene su u odnosu na R u negativnoj kontroli (n=12; */** označava 
p<0,05/p<0,01 u odnosu na negativnu kontrolu, NK; #/## označava p<0,05/p<0,01 u odnosu 
na tretman celastrolom). 
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4. RASPRAVA 
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 HSP-ovi pripadaju skupini unutarstaničnih proteina koji su eksprimirani konstitutivno te 
kao odgovor na fizikalni odnosno biološki stres. U staničnom odgovoru na stres HSP imaju 
prvenstveno citoprotektivnu ulogu koja se temelji na njihovoj šaperonskoj sposobnosti tj. 
stabiliziranju proteina i peptida, čime promoviraju preživljenje stanice. Promocija staničnoga 
preživljenja usko je povezana s inhibitornim djelovanjem HSP-a na programiranu staničnu 
smrt, apoptozu, ali i s osiguravanjem pravilno strukturiranih proteina odgovornih za 
proliferaciju stanica. Smatra se da je upravo sposobnost stresnih proteina da zaustave proces 
programirane stanične smrti njihova poveznica s malignom transformacijom stanica 
(Calderwood i sur., 2006).  
 Brojna istraživanja pokazala su da je povećana ekspresija različitih članova porodice 
HSP-a u stanicama i serumu bolesnika s malignim tumorima odgovorna za slabu učinkovitost 
terapije te lošu prognozu (Calderwood i sur., 2006; Ciocca i Calderwood, 2005). Tako 
primjerice, u bolesnika s najčešćom vrstom malignog tumora na mozgu, multiformnim 
glioblastomom, jedna od najvećih prepreka učinkovitosti postoperativnog liječenja bilo 
radioterapijom bilo kemoterapijom jest povišena koncentracija stresnih proteina. U uzgojenim 
tumorskim stanicama izvedenim iz ljudskih glioma i glioblastoma in vitro nađene su povišene 
koncentracije HSP-a u odnosu na netransformirane stanice mozga (Graner i sur., 2007). To i 
ne čudi s obzirom na činjenicu da je ovaj vrlo agresivni oblik tumora okružen okolinom u 
kojoj vlada hipoksija, ubrzana proliferacija, ubrzani metabolizam, genetičke nestabilnost 
stanica zbog neprestanih dioba, a to su sve redom uvjeti koji potiču ekspresiju HSP-a. U 
mnogim drugim vrstama tumora također je nađena povećana ekspresija raznih članova 
porodice HSP-a. Određeni HSP-ovi upleteni su u prognozu određene vrste tumora, poput 
Hsp27 čija je povećana ekspresija povezana s lošom prognozom liječenja karcinoma želuca, 
karcinoma prostate te osteokarcinoma. Povećana ekspresija Hsp70 korelirana je i s lošom 
prognozom liječenja karcinoma dojke, karcinoma endometrija, karcinoma maternice i grlića 
maternice te karcinoma mjehura (Ciocca i Calderwood, 2005).  
 Ekspresija stresnih proteina može se dovesti u izravnu vezu sa svim glavnim obilježjima 
tumora koje su predložili Hanahan i suradnici (2000; 2011). Stalna proliferacija tumorskih 
stanica je glavno obilježje tumorskog tkiva po kojem se ono razlikuje od zdravog tkiva u 
kojem postoji stroga kontrola staničnih dioba. Stalna proliferacija u tumorskim stanicama 
osigurana je prisutnim faktorima rasta koji omogućavaju sintezu novih proteina u stanici. 
Glavni protein iz porodice HSP-a odgovoran za postojanu i funkcionalnu konformaciju 
signalnih proteina čija je aktivnost potaknuta vezanjem faktora rasta jest Hsp90. Hsp90 se 
stoga može smatrati odgovornim za brzu i učinkovitu proliferaciju tumorskih stanica. Za 
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razliku od Hsp90, Hsp27 i Hsp70 su odgovorni za sposobnost stanica da odolijevaju 
programiranoj staničnoj smrti (Kroemer i sur., 2009; Calderwood i sur., 2006). Osim toga, 
HSP-ovi igraju važnu ulogu u angiogenezi čime pridonose razvoju tumorskog tkiva. HSP-ovi 
naime omogućuju proteinsku stabilnost primarnog senzora za hipoksiju u tumorskom tkivu, 
transkripcijskog faktora HIF1α (od engl. hypoxia-inducible factor 1α; Zhou i sur., 2004), čija 
aktivnost osigurava stvaranje novih krvnih žila. Invazija i sposobnost tumorskog 
metastaziranja u druga tkiva također je povezana s povećanom ekspresijom HSP-ova i HSF1.  
 Svrha ovog istraživanja bila je procijeniti ulogu inducibilnog Hsp70 u zaštiti od 
programirane stanične smrti u tumorskim stanicama in vitro. Za utišavanje Hsp70 korištena je 
nova tehnologija koja počiva na endogenom mehanizmu RNA interferencije. Za unošenje 
siRNA u tumorske stanice in vitro korišten je nanoterapijski sustav pripremljen od polimera 
kitozana. Kako bi se istražila mogućnost poticanja smrti malignih stanica djelovanjem na više 
biokemijskih puteva korišten je pristup simultane inhibicije Hsp70 pomoću siRNA 
dostavljene u kitozanskim nanočesticama i inhibicije Hsp90 pomoću celastrola, spoja s 
poznatim djelovanjem u razaranju interakcija između Hsp90 i njegovih ko-šaperona. 
Simultana inhibicija Hsp70 i Hsp90 ispitana je i na trodimenzionalnim tumorskim modelima 
in vitro, odnosno na tumorskim sferoidima, kako bi se razmotrila mogućnost ispitivanja ove 
antitumorske terapije in vivo na kompleksnijim modelima tumora, odnosno na životinjskim 
modelima. 
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4.1. ULOGA POVIŠENE EKSPRESIJE INDUCIBILNOG Hsp70 U 
ZAŠTITI OD PROGRAMIRANE STANIČNE SMRTI 
 
4.1.1. Ekspresija inducibilnog Hsp70 u tumorskim stanicama u fiziološkim i stresnim 
uvjetima 
 Veliki broj eksperimentalnih dokaza pokazao je da je upravo inducibilni oblik Hsp70 
iznimno važan za preživljenje tumorskih stanica i tkiva. U mnogim malignim tumorima 
pokazana je prekomjerna ekspresija ovog proteina (Kerr i sur., 1972; Mosser i Morimoto, 
2004; Jäättelä, 1999b) koja je povezana s povećanom staničnom proliferacijom, slabom 
diferencijacijom stanica, metastazama u limfne čvorove i lošom terapijskom prognozom. U 
modelu malignih stanica korištenih u ovom istraživanju, staničnoj liniji izvedenoj iz humane 
akutne T stanične leukemije, Jurkat, pokazana je prisutnost inducibilnog oblika Hsp70, kao i 
ekspresija mRNA za inducibilni Hsp70. Ustanovljeno je da se u Jurkat stanicama u ukupnoj 
količini staničnih proteina od 1 µg nalazi 0,015 ng inducibilnog Hsp70, na osnovu čega je 
pretpostavljena važna uloga ovog proteina u održavanju staničnih funkcija ovog tumorskog 
staničnog modela.   
 Dodatno, poticanje ekspresije inducibilnog Hsp70 izazvano je izlaganjem Jurkat 
stanica toplinskom stresu. Poznato je da visoke temperature predstavljaju stres za stanicu i da 
većina stanica na njih reagira povećanjem ekspresije šaperona kroz aktivnost HSE-a (Sorger, 
1991). Jurkat stanice korištene u ovom istraživanju također su pokazale tipičan odgovor na 
toplinski stres u obliku trenutne i izuzetno visoke ekspresije inducibilnog Hsp70. Naime, 
ekspresija Hsp70 bila je i do 13 puta povećana nakon toplinskog stresa u odnosu na ekspresiju 
u fiziološkim uvjetima. Odgovor na toplinski stres u obliku povećane ekspresije Hsp70 za 
Jurkat stanice vjerojatno predstavlja mehanizam prilagodbe na novonastale uvjete u okolini. 
Moguće je da se isti mehanizam prilagodbe odvija i u tumorskim tkivima gdje su stanice 
izložene neprestanom stresu zbog unutar-tumorske hipoksije i nedostatka nutrijenata.  
 
4.1.2. Uloga Hsp70 u zaštiti od stanične smrti izazvane staurosporinom 
 Staurosporin, alkaloid izoliran iz Streptomyces sp., sprječava vezanje ATP-a za 
stanične proteinske kinaze čime dovodi do njihove inhibicije (Ouyang i sur., 2012; Tamaoki i 
Nakano, 1990; Kroemer i sur., 2009). Kako bi se ispitala uloga inducibilnog Hsp70 u zaštiti 
od programirane stanične smrti izazvane staurosporinom, Jurkat stanice su najprije izložene 
toplinskom stresu, a potom djelovanju staurosporina. Povećanje ekspresije inducibilnog 
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Hsp70 nakon toplinskog stresa dogodilo se kao posljedica aktivnosti HSF1 (Sorger, 1991). 
Izlaganje stanica staurosporinu nekoliko sati nakon toplinskog stresa nije utjecalo na 
promjenu ekspresije inducibilnog Hsp70. Ekspresija inducibilnog Hsp70 potaknuta 
toplinskim stresom mogla je stoga poslužiti kao model prekomjerne ekspresije Hsp70 jer 
staurosporin nije uzrokovao razgradnju inudcibilnog Hsp70 kada je protein već bio 
sintetiziran. Naprotiv, kod izlaganja Jurkat stanica staurosporinu odmah nakon toplinskog 
stresa ekspresija Hsp70 bila je spriječena. To je bilo i očekivano s obzirom na to da 
staurosporin sprječava aktivnost proteinskih kinaza. Naime, poznato je da se aktivnost 
transkripcijskog faktora HSF1 osigurava kroz fosforilaciju ovog proteina te da je vezanje 
fosfatnih skupina osigurano aktivnošću proteinskih kinaza. Staurosporin inhibira aktivnost 
proteinskih kinaza pa prema tome i aktivnost HSF1. Logično je stoga da tretman 
staurosporinom odmah nakon toplinskog stresa sprječava aktivaciju HSF1, a time i 
induciranje ekspresije Hsp70.  
 Povišena ekspresija inducibilnog Hsp70 uočena je u Jurkat stanicama nekoliko sati 
nakon toplinskog stresa. U vremenskim točkama kod kojih je izmjerena povišena ekspresija 
Hsp70 stanice su izložene tretmanu sturosporinom. Ispitivana je uloga inducibilnog Hsp70 na 
staničnu smrt potaknutu staurosporinom. Iz ranijih istraživanja na stanicama melanoma 
poznato je da staurosporin potiče aktivnost proteina Bax, a time i apoptozu posredovanu 
promjenama u mitohondrijskoj membrani, popraćenu otpuštanjem citokroma c u citosol te 
aktivacijom izvršnih kaspaza. Također je uočeno da staurosporin inducira i apoptozu neovisnu 
o aktivnosti kaspaza koja se ne može spriječiti istovremenim tretmanom s inhibitorima 
kaspaza (Zhang i sur., 2004). Nadalje, u ljudskim stanicama leukemije, U-937, pokazano je da 
staurosporin pri koncentraciji 1 μM potiče apoptozu te da istovremeno dolazi do snižavanja 
ekspresije fosforiliranog oblika Erk i Akt proteina. Ova činjenica govori u prilog tome da 
osim promoviranja apoptoze staurosporin ima i inhibitornu aktivnost na proliferativne 
stanične putove u koje su ovi proteini uključeni (Plati i sur., 2011; Antonsson i Persson, 
2009).  
 U istraživanju opisanom u ovoj disertaciji izlaganje Jurkat stanica staurosporinu 
izazvalo je aktivaciju apoptoze posredovane mitohondrijima te ovisne o kaspazma. 
Zabilježeno je i oslobađanje citokroma c iz mitohondrija u citosol te izravna aktivacija krajnje 
izvršne kaspaze, kaspaze 3. 
 Literaturni podaci ukazuju da inducibilni Hsp70 sprječava programiranu staničnu 
smrt, kako onu ovisnu o kaspazama tako i staničnu smrt neovisnu o kaspazama (Creagh i sur., 
2000). U ovom istraživanju pokazano je da povećana koncentracija inducibilnog Hsp70, 
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izazvana toplinskim stresom, nije spriječila programiranu staničnu smrt izazvanu 
staurosporinom koja je bila posredovana promjenama u membrani mitohondrija i aktivacijom 
izvršne kaspaze 3. Međutim, utvrđeno je da toplinskim stresom izazvana ekspresija 
inducibilnog Hsp70 ipak osigurava određenu zaštitu od stanične smrti potaknute 
staurosporinom. Udio vijabilnih stanica bio je značajno povećan u slučajevima kad je 
izlaganju stanica staurosporinu prethodio toplinski stres s određenim vremenom oporavka (4, 
8 ili 12 sati). U tim je eksperimentalnim uvjetima utvrđeno također da nije došlo do 
značajnijih promjena u broju apoptotičnih stanica. To bi sugeriralo da se zaštitna uloga Hsp70 
u sprječavanju stanične smrti ne odnosi nužno na apoptozu ovisnu o aktivnosti kaspaza i/ili o 
promjenama u mitohonodrijskim membranama, nego da Hsp70 ima ulogu i u zaštiti od drugih 
oblika stanične smrti.  
 Creagh i suradnici (2000) pokazali su da inducibilni oblik Hsp70 ima ulogu u zaštiti 
od apoptoze posredovane kaspazama i apoptoze neovisne o kaspazama ukoliko je apoptoza 
potaknuta tretmanom s vodikovim peroksidom. U istraživanju opisanom u ovoj disertaciji za 
poticanje apoptoze korišten je staurosporin. Vodikov peroksid uzrokuje oksidativni stres u 
stanici, dok staurosporin sprječava aktivnost proteinskih kinaza. Moguće je dakle da je 
staurosporin uzrokovao oblik stanične smrti neovisan o apoptozi. S obzirom na određenu 
aktivnost inducibilnog Hsp70 u zaštiti od stanične smrti potaknute staurosporinom u Jurkat 
stanicama može se pretpostaviti uključenost Hsp70 u zaštitu i od drugih oblika stanične smrti 
osim apoptoze u ovom in vitro modelu tumora. Novija istraživanja pokazala su uključenost 
inducibilnog Hsp70 u još jedan oblik staničnog kataboličkog događaja koji može završiti 
smrću stanice nazvan autofagija. Ustanovljena je zaštitna uloga inducibilnog Hsp70 u 
stabilizaciji membrane lizosoma, staničnih organela potrebnih u nastanku autofagosoma 
posrednika autofagije pa prema tome i zaštitna uloga Hsp70 u staničnoj smrti koja može biti 
potaknuta uslijed nestabilnosti lizosoma (Cory i Adams, 2002; Kirkegaard i sur., 2010; 
Ryhänen i sur., 2009). Literaturni podaci ukazuju da staurosporin uzrokuje smrt stanice 
posredovanu autofagijom ukoliko je blokirana apoptoza u fibroblastima iz mišjeg embrija 
(Tsujimoto i Shimizu, 2005). Hsp70 dakle igra zaštitnu ulogu u sprječavanju raznih oblika 
stanične smrti. 
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4.2. RNA INTERFERENCIJA I ANTITUMORSKI TERAPEUTICI  
 
4.2.1. Terapeutici temeljeni na RNA interferenciji  
 Mehanizam RNA interferencije predstavlja snažan biološki alat za upravljanje genskom 
ekspresijom. Sposobnost molekula siRNA da se vežu na ciljnu mRNA i inhibiraju njeno 
prevođenje u protein predstavlja veliki potencijal ovih molekula u dizajniranju novih 
terapeutika usmjerenih prema liječenju različitih bolesti kojima je podloga promijenjena 
genska ekspresija. Do 2011. godine više od 20 terapeutika temeljenih na RNAi ušlo je u pred-
kliničku ili kliničku fazu ispitivanja učinkovitosti za liječenje raznih bolesti poput 
degenerativnih promjena retine oka, dominantno nasljednih bolesti mozga i kože, virusnih 
infekcija, bolesti dišnog sustava, raznih vrsta karcinoma i metaboličkih poremećaja. Ukupno 
8 terapeutika trenutno je u aktivnim fazama kliničkog ispitivanja na bolesnicima za liječenje 
različitih oblika karcinoma (tablica 4.1.; Davidson i McCray, 2011). 
 
Tablica 4.1. RNAi terapeutici u kliničkom ispitivanju učinkovitosti u liječenju različitih vrsta 
karcinoma. Preuzeto i prilagođeno iz Davidson i McCray, 2011. 
 
Terapeutik 
 
Oblik karcinoma  
 
Ciljni gen 
 
Klinički status 
CEQ508 familijarna adenomatozna 
polipoza, karcinom 
debelog crijeva 
β-katenin aktivna faza I 
ALN-PLK1 karcinom jetre PLK1 aktivna faza I 
FANG solidni tumori furin aktivna faza II 
CALAA-01 solidni tumori RRM2 aktivna faza I 
SPC2996 kronična mijeloidna 
leukemija 
Bcl-2 u tijeku faze I i II 
ALN-VSP02 karcinom jetre, solidni 
tumori 
KSP i VEGF aktivna faza I 
NCT00672542 melanom LMP2, LMP7 i MECL1 aktivna faza I 
Atu027 razne malignosti PKN3 aktivna faza I 
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 Poput brojnih drugih terapeutika, terapeutici temeljeni na RNAi za postizanje biološkog 
učinka utišavanja gena trebaju odgovarajući sustav za dostavu u stanice. Stoga je i klinički 
napredak terapeutika temeljenih na RNAi ovisan o razvoju sustava za dostavu siRNA u 
stanice. Istraživanja u području RNAi prvenstveno su usmjerena k povećavanju specifičnosti 
sustava za dostavu siRNA, umanjivanju toksičnosti i nespecifičnosti (engl. "off-target") ovih 
sustava te sprječavanju preuranjene razgradnje uslijed sistemske primjene. 
 Prvi pokušaji kliničke primjene RNAi bili su temeljeni na upotrebi "golih" siRNA. 
Kada je siRNA u ovom obliku bila injektirana u sistemsku cirkulaciju, bila bi, u velikom 
udjelu, razgrađena djelovanjem proteina seruma, a onaj udio siRNA molekula koji je i ostajao 
cjelovit i funkcionalan u kratkom vremenu bi bio lokaliziran u bubrezima. Lokalizacija "gole" 
siRNA u bubrezima smatra se povoljnom u slučaju liječenja bubrežnih bolesti, ali ne i u 
slučaju liječenja bolesti koje se razvijaju u drugim organima. Ubrzo potom, dizajnirani su 
polimerni sustavi za ciljanu dostavu siRNA u organizmu. Jedan od takvih sustava, iznimnog 
potencijala u liječenju brojnih oblika tumora je i CALAA-01 kojeg je razvila Calando 
Pharmaceuticals (Pasadena, California, SAD). CALAA-01 je klinički naziv sustava kojeg 
čine nanočestice građene od polimera ciklodekstrina, obavijene polimerom PEG (od engl. 
polyehtylene glycol) i protutijelom za ljudski transferin te uklopljene siRNA usmjerene prema 
genu za M2 podjedinicu ribonukleotid reduktaze, RRM2 (Davis, 2009). PEG omogućava 
stabilizaciju površine ciklodekstrinskih nanočestica, protutijela za transferin omogućavaju 
ciljnu dostavu nanosustva u tumorska tkiva vezanjem za receptor za transferin koji je u 
povećanoj količini izražen na stanicama različitih vrsta tumora, a RRM2 siRNA utišavanje 
proteina odogovornog za M2 podjedinicu ribonukleotid reduktaze. Ribounukleotid reduktaza 
je enzim koji katalizira pretvorbu ribonukleozid 5'-difosfata u odgovarajuće 2'-
deoksiribonukleotide te je njena aktivnost time ograničavajući faktor u proizvodnji 2'-
deoksiribonukleozid 5'-trifosfata potrebnih kod replikacije DNA i tumorskih i ne-malignih 
stanica. Biokompatibilnost i imunotolerancija za CALAA-01 je najprije uspješno pokazana na 
majmunima (Heidel i sur., 2007), a zatim je uspješnost u utišavanju RRM2 i sprječavanju 
rasta tumora pokazana u biopsijama ljudskih melanoma (Davis i sur., 2010). Uspješnost 
ispitivanja na majmunima i ljudskim tumorskim tkivima in vitro dovela je i do početka faze I 
kliničkih ispitivanja ovog terapeutika, koja se trenutno odvija.  
 Klinička uspješnost CALAA-01 potaknula je razvoj i brojnih drugih sustava temeljenih 
na upotrebi sintetskih polimera. Uspješnost micelarnih formulacija građenih od ko-polimera 
PEG-b-PLL (od engl. polyethylene glycol-block-poly-L-lysine) u dostavi VEGF siRNA i 
sprječavanju daljnjeg rasta tumorskog tkiva pokazana je u in vivo mišjim modelima HeLa 
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tumora (Christie i sur., 2012). Potraga za idealnim sustavom za dostavu siRNA na ciljano 
mjesto u organizmu dovela je i do ideje o upotrebi sintetskih dendrimera poput PAMAM (od 
engl. poly-amdio amine) za dostavu siRNA. Felber i suradnici (Felber i sur., 2011) dizajnirali 
su sustav za dostavu siRNA od PAMAM-a i PEG-b-P(PrMA-co-MAA) (od engl. 
poly(ethylene glycol)-b-poly(propyl methacrylate-co-methacrylic acid) kompleksiranih s 
protutijelom za transferin. Ovaj sustav pokazao se uspješnim u in vitro modelima tumora u 
smislu dostave siRNA i učinkovitosti utišavanja gena, no ispitivanja učinkovitosti i 
tolerancije ovih sustava in vivo na životinjskim modelima tek trebaju uslijediti.  
 U novije vrijeme tehnologija dizajniranja sustava za unos male siRNA u stanice ipak se 
sve više usmjerava prema ne-štetnim, ne-imunomodulatornim i u prirodi dostupnim 
materijalima. Polimeri poput kitozana i atelokolagena primjeri su takvih polimera koji su 
izazvali veliki interes kao mogući sustavi za netoksičnu dostavu siRNA koja ne izaziva 
imunosni odgovor in vitro i in vivo. U istraživanju opisanom u ovom radu korišten je upravo 
jedan od takvih polimera, kitozan. 
 
4.2.2. Fizikalna svojstva kitozanskih nanočestica 
 Kitozan, polimer adhezivnih svojstava, pokazao se iznimno pogodnim za 
neparenteralnu odnosno oralnu, pulmonarnu i nazalnu primjenu (de Jesús Valle i sur., 2008). 
Učinjene su i mnogobrojne modifikacije ovog polimera kako bi se povećala njegova 
učinkovitost u dostavi siRNA i smanjila toksičnost. Vezanje folata na kitozan (Fernandes i 
sur., 2012) te kompleksiranje kitozana s nanočesticama od zlata (Han i sur., 2012) samo su 
neki od primjera modifikacija i različitih pristupa upotrebe kitozana u biološkim sustavima. 
Nanočestice pripremljene od kitozana i TPP-a, kao jedan od mnogobrojnih pristupa u 
modifikaciji kitozana, pokazali su iznimnu učinkovitost transfekcije nakon primjene in vitro 
(Placzek i sur., 2010; Csaba i sur., 2009; Katas i Alpar, 2006; Malmo i sur., 2012).  
 Kitozanske nanočestice korištene za dostavu siRNA u tumorske stanice u ovom 
istraživanju pripremljene su prema modificiranoj metodi ionotropnog geliranja kitozana TPP-
om (Katas i Alpar, 2006). Katas i suradnici (2006) pokazali su da metoda pripreme 
kitozanskih sustava bitno utječe na veličinu dobivenih čestica kao i učinkovitost utišavanja 
gena. U dvije stanične linije, CHO K1 (od engl. chinese hamster ovary) i HEK 293 (od engl. 
human embrionic kidney), učinkovitije utišavanje (do 80%) gena za luciferazu pGL3 
postignuto je uz upotrebu glutamat-kitozana u metodi ionotropnog geliranja TPP-om u 
odnosu na metodu u kojoj je provedena adsorpcija siRNA na kitozanske nanočestice i/ili u 
odnosu na upotrebu hidroklorid-kitozana. U istraživanju opisanom u ovom radu, metoda 
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ionotropnog geliranja glutamat-kitozana TPP-om korištena je za pripremu sustava za dostavu 
Hsp70 sljedno-specifične siRNA. Veličina pripremljenih kitozanskih nanočestica s 
uklopljenom siRNA bila je usporediva s veličinama nanočestica prikazanim u rezultatima 
istraživanja koje su proveli Katas i suradnici (2006) i iznosila je oko 200 nm. Zeta potencijal 
kitozanskih nanočestica bio je pozitivan i iznosio je oko +30 mV u pH 4,5 te oko +20 mV u 
pH 7,2. Veličina, oblik i površinski naboj nanočestica igraju važnu ulogu u prijenosu siRNA 
do stanica te posebno u distribuciji nanočestica u organizmu. Pokazano je da čestice 
nanoveličina mogu učinkovito ulaziti u stanice procesom endocitoze (Jones i sur., 2003) te da 
nanoveličina omogućuje pasivno usmjeravanje nanočestica prema tumorskim tkivima na 
osnovu povećane propusnosti krvnih žila tumorskih tkiva (EPR, od engl. enhanced 
peremability effect). Endocitoza je proces u kojem se makromolekule ili nanočestice prenose 
u unutrašnjost stanice stvaranjem mjehurića obavijenih plazmatskom membranom i njihovom 
internalizacijom. U unutrašnjosti stanice, endosomi se stapaju s enzimima bogatim 
lizosomima te se u njima događa konačno oslobađanje siRNA iz nanočestica. RNAi 
mehanizam započinje vezanjem oslobođene siRNA za ciljnu mRNA u citoplazmi stanice. 
Jasno je stoga da osim veličine nanočestice upotrijebljene za dostavu siRNA u stanice moraju 
imati takva svojstva koja ima omogućuju stabilnost u endosomalnom pH-u te nestabilnost u 
lizosomalnom pH-u kako bi siRNA mogla biti oslobođena iz lizosoma uslijed razgradnje 
nanočestica (Kwon, 2012). Pozitivan površinski naboj kitozanskih nanočestica pripremljenih 
u okviru ovog doktorskog rada omogućio je prilikom transfekcije ulazak nanočestica u 
stanicu endocitozom. Pokazano je u literaturi da pozitivno nabijene kitozanske nanočestice 
brže i u većoj količini ulaze u stanice staničnih linija A549, HUVEC, CRL-2472, HKC, 
MRC-5, UT-7, K562, u odnosu na negativno nabijene karboksimetil-kitozanske nanočestice. 
Obje vrste nanočestica u stanice nabrojenih staničnih linija ulazile su endocitozom, no 
pozitivno nabijene kitozanske nanočestice su se nakon ulaska u stanicu oslobodile iz 
lizosoma, dok su se negativno nabijene karboksimetil-kitozanske nanočestice zadržavale u 
lizosomima kroz dulje vremensko razdoblje (Yue i sur., 2011). U ovoj disertaciji pokazan je 
učinkovit ulazak kitozanskih nanočestica u U251N stanice. Korištene su nanočestice s 
uklopljenom siRNA obilježenom s fluorescentnom bojom cy3. Kitozan prisutan u suvišku u 
nanočesticama u odnosu na siRNA, što se očituje u pozitivnom zeta potencijalu kitozanskih 
nanočestica, vjerojatno je pridonijeo povećanju osmolarnosti lizosomalnih mjehurića. 
Povećana osmolarnost uzrokuje pucanje lizosomalnih membrana i oslobađanje siRNA iz 
kitozanskih nanočestica u citosol. siRNA obilježena cy3-om uočena je u citosolu U251N 
stanica nakon tretmana s kitozanskim nanočesticama u trajanju od 24 sata. Međutim, 
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mehanizam kojim se komponente K-TPP-siRNA nanočestica oslobađaju iz lizosomalnih 
mjehurića nije u potpunosti objašnjen.  
 Nadalje, budući se formiranje K-TPP-siRNA nanočestica temelji na elektrostatskim 
interakcijama između pozitivno nabijenih aminoskupina kitozana i negativno nabijenih 
skupina siRNA, bilo je potrebno ispitati mijenja li se veličina i stabilnost kitozanskih 
nanočestica uslijed promjene pH. Naime, kako pKa amino skupina kitozana iznosi 6,5 za 
očekivati je da se uslijed povišenja pH na vrijednost 7,0 gubi dio pozitivnog naboja 
kitozanskog polimera. Zaista, povišenje pH oslabilo je elektrostatske interakcije između 
kitozana i siRNA što se očitovalo kao povećanje veličine čestica. Hidrodinamički promjeri 
izmjereni pomoću aparata za foton korelacijsku spektroskopiju pokazali su raspon veličina K-
TPP-siRNA nanočestica od prosječno 150 nm do prosječno 600 nm pri pH 7,0. Promjena 
veličine K-TPP-siRNA nanočestica uslijed povišenja pH na 7,4 promatrana je i pomoću AF4 
(od engl. asymmetric flow field-flow fractionation) metode. Uočena su dva pika u AF4 
fraktogramu u prethodno spomenutom rasponu veličina K-TPP-siRNA nanočestica. Jedan pik 
AF4 fraktograma označavao je populaciju nanočestica prosječnog polumjera 100 nm, što je 
bilo u skladu s promjerom nanočestica (~200 nm) prethodno izmjerenim pomoću aparata za 
foton korelacijsku spektroskopiju. Uočena je još jedna populaciju prosječnog polumjera 500 
nm. Ova populacija predstavljala je aglomerate nastale združivanjem manjih nanočestica. Na 
osnovu ovih rezultata za pretpostaviti je da jedan dio kitozanskih nanočestica zadržava 
učinkovitost u unosu siRNA u stanice i posljedičnom utišavanju gena. Određeni dio 
kitozanskih nanočestica ipak gubi ovu sposobnost jer je aglomeratima polumjera većih od 500 
nm otežan ulazak u stanice, zbog čega ne mogu učinkovito isporučiti siRNA u citosol.  
 
4.2.3. Učinkovitost uklapanja siRNA, toksičnost K-TPP-siRNA i utišavanje hsp70  
 Katas i Alpar (2006) pokazali su 100%-tnu učinkovitost uklapanja siRNA u kitozanske 
nanočestice (Katas i Alpar, 2006). U istraživanju prikazanom u ovom radu mjerenjem 
apsorbancije (na 260 nm) nadsloja zaostalog nakon centrifugiranja nanočestica izmjerena je 
učinkovitost uklapanja siRNA od približno 70%. Naprotiv, elektroforezom K-TPP-siRNA 
nanočestica na agarozonom gelu nije mogla biti uočena neuklopljena siRNA što bi upućivalo 
na 100%-tnu učinkovitost uklapanja siRNA u kitozanske nanočestice. Nadalje, siRNA 
uklopljena u kitozanske nanočestice pokazivala je ograničenu pokretljivost na elektroforezi na 
agaroznom gelu, što je upućivalo na izuzetnu jačinu elektrostatskih interakcija između 
fosfatnih skupina siRNA i amino skupina kitozana. Jačina elektrostatskih interakcija između 
polimera kitozana i siRNA pokazana je i elektroforezom na agaroznom gelu nakon inkubacije 
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kitozanskih nanočestica u mediju s dodatkom FBS-a. Stabilnost K-TPP-siRNA nanočestica 
bila je očuvana u mediju s 10% FBS-a, ali ne i u mediju s 50% FBS-a. Međutim, neuklopljena 
siRNA bila je razgrađena u mediju s 10% FBS-a već nakon 30 minuta inkubacije. Vezanje 
siRNA u kitozanske nanočestice pridonosi dakle zaštiti siRNA od faktora prisutnih u serumu 
što je od iznimne važnosti kod moguće sistemske primjene ovih nanočestica.  
 Toksičnosti kitozana i nanosustava pripremljenih modifikacijama kitozana ispitane su u 
brojnim istraživanjima. Ustanovljeno je da toksičnost kitozana kod životinjskih 
ekperimentalnih modela uvelike ovisi o mjestu i načinu ulaska u organizam (Baldrick, 2010). 
Kitozan nije pokazao toksičnost nakon oralnog unosa sve do 15 g/kg/danu, dok je tolerancija 
organizma na kitozan unešen injekcijom u potkožna tkiva bila trostruko manja te se toksičnost 
mogla uočiti već nakon doze od 50 mg/kg/danu (Garcia-Fuentes i Alonso, 2012). Stoga je 
neophodno prije svake moguće primjene kitozana in vitro i in vivo, ispitati toksičnost ovog 
polimera. Određivanjem metaboličke aktivnosti stanica nakon tretmana nekoliko tumorskih 
staničnih linija K-TPP-siRNA nanočesticama, ali i otopinama pojedinih komponenata 
korištenih u pripremi nanočestica, nije uočena značajna promjena metaboličke aktivnosti sve 
do koncentracije kitozana u iznosu od 0,143 mg/mL. U eksperimentalnom modelu korištenom 
u ovom istraživanju, Jurkat i U251N stanicama, kitozan nije prouzročio smanjenje 
vijabilnosti, kao ni u eksperimentalnim modelima tumorskih stanica pluća, H1299, za koje je 
ustanovljen viši prag tolerancije prema kitozanskom polimeru zbog neparenteralnog unosa 
(Howard i sur., 2006; Malmo i sur., 2012). 
 Učinkovitost kitozanskih nanočestica u utišavanju Hsp70 na genskoj razini određena je 
u Jurkat stanicama. Pokazano je da unatoč djelomičnoj nestabilnosti kitozanskih nanočestica 
u pH medija od 7,0, određeni udio kitozanskih nanočestica zadržava svojstva koja omogućuju 
endocitozni ulazak nanočestica u tumorske stanice. Postignuto je 50%-tno utišavanje gena 
hsp70 nakon 24-satnog tretmana s K-TPP-siRNA nanočesticama. Učinak utišavanja bio je 
usporediv s utišavanjem postignutim uz upotrebu komercijalno dostupnog lipidnog sustava, 
HiPerFect-a.  
 
4.2.4. Biološka aktivnost kitozanskih nanočestica s uklopljenom Hsp70 sljedno-
specifičnom siRNA 
 Istraživanje temeljeno na upotrebi nekoliko siRNA sljedno-specifičnih za članove 
HSP70 porodice proteina pokazalo je da dok utišavanje konstitutivnog proteina Hsc70 
pridonosi smrti i  netransformiranih i transformiranih stanica, inducibilni oblici Hsp70-1 i 
Hsp70-2 imaju funkcije  različite od funkcije Hsc70, koje su specifične isključivo za maligne 
   Rasprava 
 
97 
stanice i za njihov rast i razvoj. Tumorske stanice kojima je RNA interferencijom uklonjena 
funkcija proteina Hsp70-1 i Hsp70-2 pokazivale su drukčije morfološke karakteristike, 
promjene u staničnom ciklusu te različitu ekspresiju gena, posebno gena MIC-1 (od engl. 
macrophage inhibitory cytokine), u odnosu na netransformirane stanice (Rohde i sur., 2005). 
Nadalje, u jednom istraživanju pokazano je da specifična inhibicija inducibilnog Hsp70 
sljedno-specifičnom siRNA može učinkovito inhibirati rast stanica karcinoma želuca, 
BCG823, in vitro, kao i rast karcinoma želuca u mišjim eksperimentalnim modelima in vivo 
(Xiang i sur., 2008). U stanicama karcinoma jajnika in vitro inhibicija aktivnosti inducibilnog 
Hsp70 pomoću sljedno-specifične siRNA povećala je osjetljivost ovih stanica na tretman 
cisplatinom (Yang i sur., 2012). Specifično utišavanje (engl. "knock-down") inducibilnog 
Hsp70 u stanicama adenokarcinoma prostate, PC-3 i DU-145, in vitro pomoću retrovirusa 
imalo je za posljedicu morfološke promjene u ovim stanicama, smanjenje brzine rasta te 
sprječavanje sposobnosti stvaranja kolonija u agaru. Osjetljivost PC-3 i DU-145 stanica 
prema toplinskom stresu i inhibitorima proteosomalne aktivnosti također je bila povećana 
uslijed inhibicije ekspresije inducibilnog Hsp70 (Gabai i sur., 2005).  
 Navedena, ali i brojna druga istraživanja koja ovdje nisu spomenuta pokazala su da 
inducibilni oblik Hsp70 ima kritičnu ulogu ne samo u promoviranju rasta tumorskih stanica i 
tumorskih tkiva nego i u rezistenciji na terapiju. Kao logičan nastavak stečenih znanja o 
zaštitinoj ulozi Hsp70 u tumorima, potraga za idealnim spojem ili sustavom, odnosno 
načinom inhibicije aktivnosti ovog proteina se nastavlja (Goloudina i sur., 2012). 
 U istraživanju opisanom u ovom radu, utišavanje genske ekspresije hsp70 postignuto 
je dostavom siRNA sljedno-specifične za inducibilni Hsp70 pomoću K-TPP nanočestica u 
dvije tumorske stanične linije, Jurkat i U251N. Posljedice utišavanja Hsp70 pomoću 
kitozanskih nanočestica u tumorskim staničnim linijama Jurkat i U251N, u smislu značajnog 
pada stanične vijabilnosti, uočene su nakon 2 ili 3 dana ovisno o staničnoj liniji. Potvrđeno je 
dakle i ovim istraživanjem da inducibilni Hsp70 ima važnu ulogu u osiguravanju aktivnosti 
proliferativnih signalnih puteva u tumorskim staničnim linijama Jurkat i U251, što je bilo u 
skladu sa rezultatima prethodno navedenih istraživanja. 
 Također je uočeno prolazno povećanje stupnja proliferacije tumorskih stanica in vitro 
uslijed inkubacije bilo s otopinom kitozana ili s K-TPP nanočesticama ukoliko je tretman 
učinjen jednokratno te nije ponavljan svaka 24 sata. Povećanje vijabilnosti tumorskih stanica 
uslijed tretmana kitozanom primijećeno je jedino nakon inkubacije/tretmana u mediju bez 
potrebnih faktora rasta (0% FBS). Jedan od mogućih razloga ove prolazne stanične 
proliferacije je činjenica da kitozan kao polimer adhezivnih svojstava može uzrokovati 
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međusobno privlačenje stanica. Upravo ovo svojstvo kitozana i njegovih derivata predloženo 
je kao korisno u procesima zacjeljivanja rana (Jayakumar i sur., 2011). Međustanične 
interakcije privučenih i kitozanom slijepljenih stanica mogu izazvati aktiviranje 
unutastaničnih signalnih putova koji dovode do ekspresije gena i nastanka proteina koji 
omogućuju proliferaciju stanica. 
 Također, potrebno je imati na umu da utišavanje jednog inducibilnog oblika Hsp70, 
poput Hsp70-1, može izazvati aktiviranje drugog oblika zaštite u tumorskim stanicama, npr. 
alternativnog inducibilnog oblika Hsp70-2. Pokazano je da utišavanje Hsp70-1 u in vitro 
modelima karcinoma debelog crijeva, tumorskim staničnim linijama HT-29 i SW-480, kao i u 
ne-transformiranim ljudskim stanicama debelog crijeva pomoću RNAi tehnologije, dovodi do 
povećanja ekspresije Hsp70-2 čime je umanjen negativni utjecaj utišavanja inducibilnog 
oblika Hsp70-1 na vijabilnost tumorskih stanica (Noonan i sur., 2007).  Kako je u istraživanju 
opisanom u ovom radu korištena siRNA sljedno-specifična za Hsp70-1 (HSPA1A), moguće 
je da utišavanje inducibilnog oblika Hsp70-1, dovodi do posrednog povećanja ekspresije 
Hsp70-2, čime se umanjuje učinkovitost utišavanja Hsp70-1. Isto tako moguće je da se isti 
mehanizam aktivira kao svojevrsna privremena zaštita uslijed tretmana kitozanskim 
nanočesticama, što se očituje kao prolazno povećanje u stupnju stanične proliferacije koje se 
može nadići ponavljanim tretmanom kitozanskim nanočesticama s uklopljenom Hsp70-1 
sljedno-specifičnom siRNA.  
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4.3. ANTITUMORSKA AKTIVNOST Hsp70 I Hsp90 INHIBITORA 
 
4.3.1. Udruženi tretman inhibitorima aktivnosti Hsp90 s utišavanjem ekspresije Hsp70  
 Poznato je da je u nekim tumorskim stanicama inhibicija proliferativnih staničnih 
mehanizama dovoljna kako bi se spriječio daljnji rast i razvoj tumora dok je u drugima 
potrebno istovremeno primijeniti terapeutike koji ciljano inhibiraju čimbenike različitih 
signalnih putova uključenih u proliferaciju i onih uključenih u sprječavanje apoptoze u istoj 
stanici. Mnogo je truda uloženo u dizajniranje terapeutika temeljenih na poticanju apoptoze 
putem inhibicije aktivnosti Hsp70, no ovakav pristup u liječenju tumora otežan je 
nakupljanjem drugih mehanizama otpornosti uslijed genetičkih i epigenetičkih promjena kod 
napredovanja tumora. Nadalje, predloženi su i mnogobrojni načini inhibicije proliferacije, 
jedan od kojih je i sprječavanje rasta tumorskih stanica putem inhibicije aktivnosti Hsp90 i 
njegovih ko-šaperona (Travers i sur., 2011; Lu i sur., 2012), no i ovaj pristup iskusio je 
poteškoće ponajviše zbog aktivacije HSF1 te posljedičnog povećanja ekspresije Hsp70 (Mou i 
sur., 2011). Pokazano je da mnogi prirodni Hsp90 inhibitori poput celastrola (Peng i sur., 
2010), kurkumina (Kunnumakkara i sur., 2008) i geldanamicina te sintetskog analoga 
geldanamicina, 17-AAG (Modi i sur., 2011) uslijed korištenja u svrhu inhibiranja aktivnosti 
Hsp90 kroz inhibiciju njegove sposobnosti da stvara interakcije s ko-šaperonima također 
aktiviraju zaštitni stanični mehanizam u obliku prekomjerne ekspresije Hsp70. U brojnim 
istraživanjima stoga je ispitana mogućnost i učinkovitost istovremene inhibicije Hsp90 i 
njegove aktivnosti te utišavanja ekspresije Hsp70 kako bi se uzrokovala smrt tumorskih 
stanica in vitro. 
 U A549 i HeLa stanicama udruženi tretman 17-AAG-om i cisplatinom pokazao je 
obećavajuću učinkovitost u smislu smanjenja vijabilnosti ovih tumorskih stanica. Nađeno je 
da 17-AAG povećava aktivnost HSF1 kroz omogućavanje njegove fosforilacije i translokacije 
u jezgru, a da cisplatina može spriječiti aktivaciju HSF1 koju je prouzrokovao 17-AAG 
(McCollum i sur., 2008). Ova dva spoja prouzročila su u udruženom tretmanu značajno 
sinergističko poticanje apoptoze u odnosu na apoptozu potaknutu ovim spojevima zasebno. 
Osim cisplatine, otkriveno je da spoj KNK-437, također sprječava aktivaciju i translokaciju 
HSF1 te time prekomjernu ekspresiju Hsp70 nakon tretmana 17-AAG-om u AML HL-60 
stanicama (Guo i sur., 2005). Rezultati navedenih istraživanja potkrepljuju ideju simultane 
inhibiciju Hsp70 i Hsp90. U relevantnoj literaturi nije pronađeno istraživanje u kojem je 
istovremeno inhibirana ekspresija Hsp70 RNA interferencijom i aktivnost Hsp90.    
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 Istovremena inhibicija aktivnosti Hsp90 i ekspresije Hsp70 u ovom istraživanju 
postignuta je primjenom celastrola i Hsp70 sljedno-specifične siRNA dostavljene u stanice  
K-TPP nanočesticama. Udruženi tretman celastrolom i K-TPP-Hsp70 siRNA nanočesticama 
doveo je do značajnog pada stanične vijabilnosti u odnosu na relevantne kontrole. 
Sinergisitčko poticanje stanične smrti uslijed kombinirane inhibicije Hsp70 i Hsp90 nije 
utvrđeno, no mogućnost povećanja učinkovitosti Hsp70 inhibitora istovremenim tretmanom 
Hsp90 inhibitorima, ili povećanja učinkovitosti Hsp90 inhibitora istovremenim tretmanom 
Hsp70 inhibitorima uočeno je u dva različita modela tumorskih stanica, staničnim linijama 
Jurkat i U251N.  
 Način na koji se postiže povećana stopa stanične smrti u tumorskim stanicama in vitro 
uz istovremenu inhibiciju Hsp70 i Hsp90 prikazan je na slici 4.1. Kako je već spomenuto 
bitna posljedica aktivnosti brojnih Hsp90 inhibitora pa tako i celastrola je aktivacija HSF1 i 
prema tome povišenje ekspresije Hsp70 u stanicama (Westerheide i sur., 2004). Aktivacija 
HSF1 događa se kroz fosforilaciju koja je popraćena njegovom translokacijom u jezgru gdje 
se veže za HSE, promotor gena stresnih proteina. Posljedično dolazi do povećane 
transkripcije Hsp70 i nastanka povećanih količina Hsp70 mRNA. Istovremenim unosom 
Hsp70 siRNA pomoću kitozanskih nanočestica može se uloviti novonastala mRNA i tako 
spriječiti njeno prevođenje u protein mehanizmom RNAi. Rezultat je smanjena ekspresija 
Hsp70 i aktivnost Hsp90 te povećana osjetljivost stanica na bilo koji od tretmana zasebno te 
posljedično i stanična smrt šireg opsega.  
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Slika 4.1. Shematski prikaz unutarstaničnih događaja uslijed udruženog utišavanja ekspresije 
Hsp70 pomoću Hsp70 sljedno-specifične siRNA uklopljene u K-TPP nanočestice i inhibicije 
Hsp90 celastrolom. Peuzeto i prilagođeno iz Matokanović i sur., 2013. 
 
4.3.2. Učinkovitosti udruženog tretmana Hsp90 inhibitora i Hsp70 inhibitora u 
tumorskim sferoidima 
 U istraživanju prikazanom u ovoj disertaciji učinkovitost udruženog tretmana 
inhibitorima ekspresije i aktivnosti proteina Hsp70 i Hsp90 ispitana je i u tumorskim 
sferoidima pripremljenima od U251N stanica. Tumorski sferoidi pripremljeni od različitih 
tumorskih staničnih linija korišteni su već u brojnim istraživanjima za ispitivanje 
učinkovitosti antitumorskih lijekova. Tehnike pripreme tumorskih sferoida kao i njihova 
svojstva već su prethodno opisana (Friedrich i sur., 2009; Hirschhaeuser i sur., 2010; Ivascu i 
Kubbies, 2006; Khaitan i sur., 2006; Mehta i sur., 2012). Tumorski sferoidi pripremljeni 
eksperimentalno nastaju kao nakupina stanica sferičnog oblika. U ovakvim 
trodimenzionalnim nakupinama nakon nekoliko dana rasta u kulturi mogu se uočiti razlike u 
vijabilnosti stanica koje se nalaze u vanjskom sloju sferoida koji je u doticaju s hranidbenim 
medijem i faktorima rasta u odnosu na vijabilnost stanica u srži sferoida (rezultati 
preliminarnih istraživanja koji nisu prikazani u ovoj disertaciji). Hipoksija koja se događa u 
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srži sferoida kao trodimenzionalnog modela tumorskog tkiva smatra se usporedivom s 
hipoksijom koje se događa in vivo u tumorskim tkivima. Uslijed hipoksije, koja i za tumorska 
tkiva predstavlja nepovoljne uvjete zbog oslobađanja štetnih radikala iz stanica oštećenih 
nedovoljnim količinama kisika, može doći do promjene ekspresije gena unutar tumora, a time 
i do stvaranja otpornosti prema antitumorskim terapeuticima (Onozuka i sur., 2011). Osim 
stečene otpornosti kroz promjenu ekspresije gena, učinkovitost antitumorskiih lijekova može 
biti umanjena zbog teškog prodiranja lijeka u dublje slojeve trodimenzionalnog tumora, što je 
još jedan dodatni razlog zbog kojeg je učinkovitost predloženog antitumorskog terapeutika 
temeljenog na upotrebi celastrola i K-TPP-Hsp70 siRNA nanočestica bilo potrebno ispitati u 
ovim trodimenzionalnim modelima tumora.  
 Ustanovljeno je da svojstva kitozana koja omogućuju njegovu primjenu u pripremi 
novih tkiva (Kim i sur., 2008), u tumorskim sferodima vjerojatno dovode do očvršćivanja 
interakcija između tumorskih stanica kada se one nalaze u trodimenzionalnoj nakupini poput 
sferoida. Kada je primijenjen tretman celastrolom, primijećeno je slabljenje međustaničnih 
interakcija u površinskom staničnom sloju i odvajanje nevijabilnih stanica od strukture 
U251N sferoida, ali s povišenim koncentracijama celastrola u odnosu na one koje su 
uzrokovale promjenu vijabilnosti u dvodimenzionalnim modelima U251N. Za 
trodimenzionalni model bilo je potrebno dakle koristiti veću dozu celastrola, što navodi na 
pretpostavku da bi za učinkovitu primjenu in vivo koncentracije ovog mogućeg antitumorskog 
terapeutika morale biti više. Iznenađujuće, međustanične interakcije u U251N sferoidima bile 
su očuvane kada su istovremeno primijenjeni celastrol i utišavanje Hsp70 pomoću siRNA 
dostavljene uz upotrebu kitozanskih nanočestica. Izgledno je da je su K-TPP-siRNA 
nanočestice u sferoidima spriječile antiproliferativni učinak celastrola. Budući je isto 
očuvanje međustaničnih interakcija uočeno i s praznim K-TPP nanočesticama nakon tretmana 
celastrolom, ovaj učinak pripisan je djelovanju kitozana, a nije se smatrao posljedicom 
utišavanja Hsp70. Pretpostavka da kitozan može očvrsnuti međustanične interakcije u skladu 
je s prethodno objavljenim istraživanjem u kojem je opisana mogućnost uzgoja sferoida 
matičnih stanica na kitozanskim membrana (Yeh i sur., 2012). Yeh i suradnici iskoristili su 
adhezivna svojstva kitozana upravo za pripravu sferoida. Kitozan i njegovi derivati također su 
bili korišteni kao materijal za zacjeljivanje rana (Jayakumar i sur., 2011) zbog sposobnosti da 
očvrsnu međustanične interakcije. Prema tome, moguće je da kitozan također učinkovito 
potiče međustaničnu adheziju u površinskom sloju stanica U251N sferoida aktivirajući 
stanične događaje koji to omogućuju, ali umanjujući antiproliferativni učinak celastrola. 
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 Usporedivo značajno povećanje antiproliferativnog učinka celastrola u udruženom 
tretmanu s K-TPP-Hsp70 siRNA nanočesticama ipak je postignuto, ali uz korištenje većih 
koncentracija kako celastrola tako i K-TPP-Hsp70 siRNA. Celastrol u povećanoj 
koncentraciji učinkovitije prodire i u srž tumorskih sferoida. Pretpostavljeno je također da 
uslijed unosa većeg broja kitozanskih nanočestica toksični učinak kitozana nadvladava 
njegova adhezivna svojstva. Povećana količina kitozanskih nanočestica osigurava veću 
koncentraciju Hsp70 siRNA te i prodor Hsp70 siRNA u dublje stanične slojeve čime se 
omogućava učinkovito utišavanje Hsp70 i u srži i kori U251N sferoida. Značajno smanjenje 
vijabilnosti temeljeno na istovremenoj inhibiciji stresnih proteina Hsp70 i Hsp90 može se 
dakle prouzročiti i u trodimenzionalnim tumorskim modelima.  
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SMJERNICE ZA BUDUĆA ISTRAŽIVANJA 
 S obzirom na neprestano povećanje učestalosti obolijevanja od tumorskih bolesti u 
svijetu novi pristupi u liječenju smatraju se neophodnima. Tumori proizašli iz maligne 
proliferacije stanica jedne vrste gotovo se redovito razlikuju u genetičkim karakteristikama od 
tumora proizašlih iz stanica druge vrste tkiva. Ipak, ustanovljeno je da je povećana ekspresija 
nekih proteina zajednička različitim vrstama tumora i da se kao takva može iskoristiti za 
osmišljavanje lijekova koji bi mogli pokazati potrebitu učinkovitost u različitim tumorima. 
 Stresni proteini Hsp70 i Hsp90 redovito se mogu naći u povećanim količinama u 
različitim vrstama tumorskih stanica in vitro, ali i u različitim čvrstim tumorima in vivo. U 
istraživanju opisanom u ovom radu ispitan je antitumorski pristup temeljen na inhibiciji 
Hsp70, te na udruženoj inhibiciji Hsp70 i Hsp90. Kako su se oba antitumorska pristupa 
pokazala učinkovitim u dva različita stanična modela, staničnim linijama Jurkat i U251N, 
potvrđena je hipoteza da se uklanjanjem aktivnosti Hsp70 i/ili Hsp90 može spriječiti rast 
različitih tipova tumora.  
 Ipak, kako bi predloženi antitumorski pristup bio ispitan in vivo, prije mogućeg 
prelaska u klinička istraživanja, potrebno je razmotriti i povoljne i nepovoljne učinke ovog 
pristupa. Kitozanske nanočestice s uklopljenom Hsp70 sljedno-specifičnom siRNA mogu 
osigurati učinkovito utišavanje hsp70 gena. Utišavanje gena osigurano dostavom siRNA 
pomoću kitozanskih nanočestica prolaznog je karaktera. Kako bi se osiguralo dugotrajno 
utišavanje hsp70 gena, potrebno je ponavljati unos sljedno-specifične siRNA kroz određeno 
vremensko razdoblje. Međutim, pokazano je da tretman kitozanskim nanočesticama može 
imati za posljedicu promoviranje proliferacije određenog tipa tumorskih stanica u 
dvodimezionalnim i trodimenzionalnim modelima tumora. Adhezivna svojstva kitozana 
pridonose ovom učinku te se stoga primjeni kitozana u svrhu dostave siRNA u tumorska tkiva 
mora pristupiti s iznimnim oprezom. Kako bi utišavanje Hsp70 pomoću RNA interferencije 
predloženo u istraživanju opisanom u ovoj disertaciji ipak moglo biti iskorišteno u liječenju 
tumora potrebno je ispitati i neke druge sustave za dostavu siRNA, poput onih za koje je 
pokazana niska toksičnost, nisu zabilježeni dodatni učinci i trenutno se nalaze u kliničkim 
fazama ispitivanja na bolesnicima. Osim toga, trebalo bi modifikacijama kitozana pokušati 
umanjiti njegove neželjene učinke. Pri tome treba imati u vidu i poboljšanja u smislu 
osiguravanja ciljane dostave u tumorska tkiva uz istovremeno izbjegavanje nemalignih tkiva. 
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 U pogledu udruženog tretmana Hsp70 i Hsp90 inhibitora potrebno je ispitati i druge 
spojeve za koje je pokazano učinkovito inhibiranje aktivnosti Hsp90. Celastrol kao lipofilna 
molekula može prodrijeti u stanice difuzijom kroz stanične membrane, ali samo ograničeno.  
Potrebno je, dakle, ili povećati učinkovitost ulaska celastrola u tumorske stanice ili u svrhu 
Hsp90 inhibicije iskoristiti spojeve koji olakšano ulaze u stanice i tkiva.  
 Konačno, sve se više spominje mogućnost dostave siRNA i spojeva inhibitora 
različitih proteina istovremeno u nanosustavima u tumorske stanice i tkiva. Pristup je to koji 
su predložili Creixell i suradnici (Creixell i Peppas, 2012) i koji predstavlja obećavajuću 
strategiju u borbi protiv tumorskih bolesti u budućnosti. Smatra se da će se na ovaj način, 
osim zaštite siRNA od razgradnje tijekom putovanja do ciljnih tumorskih tkiva, osigurati i 
učinkovit alat protiv mehanizama rezistencije koji se u tumorskim tkivima pojavljuju nakon 
prvog intervala kemoterapije i koji danas predstavljaju bitnu prepreku učinkovitosti 
kemoterapeutika kod tumora u kasnim stadijima razvoja. 
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 Stresni proteini (HSP) pripadaju skupini unutarstaničnih proteina koji su eksprimirani 
konstitutivno i kao odgovor na fizikalni odnosno biološki stres. Sposobnost stresnih proteina 
da zaustave proces programirane stanične smrti i potaknu proliferaciiju predstavlja bitan 
aspekt njihove povezanosti s malignom proliferacijom.  
 Glavni cilj ovog istraživanja bio je procijeniti ulogu Hsp70 u zaštiti od programirane 
stanične smrti u tumorskim stanicama. Osim toga, ispitana je mogućnost istovremene 
inhibicije Hsp70 i Hsp90 u svrhu postizanja učinkovitije antitumorske terapije.  
 
Na temelju provedenih pokusa, dobivenih rezultata i rasprave može se zaključiti sljedeće: 
 
! U tumorskim stanicama toplinskim stresom inducirani Hsp70 ima značajnu ulogu u 
zaštiti od stanične smrti uzrokovane staurosporinom. 
 
! Zaštitna uloga stresom induciranog Hsp70 očituje se u zaštiti od programirane 
stanične smrti koja se odvija putem neovisnim o aktivaciji kaspaze 3 i oslobađanja 
citokroma c. 
 
! Ionotropnim geliranjem kitozana s TPP-om uz dodatak siRNA spontano nastaju 
čestice nano veličina. 
 
! Kitozanske nanočestice s uklopljenom siRNA pokazuju nisku toksičnost u različitim 
ljudskim tumorskim staničnim linijama. 
 
! Kitozanske nanočestice pokazuju učinkovitost uklapanja siRNA od približno 70% te 
uspješno pridonose utišavanju ekspresije hsp70 u Jurkat stanicama.  
 
! Utišavanje Hsp70 pomoću kitozanskih nanočestica uzrokuje značajno smanjenje 
stanične vijabilnosti u staničnim linijama Jurkat i U251N. 
 
! Inducibilni oblik Hsp70 pridonosi preživljenju tumorskih stanica. 
 
! Inhibitor aktivnosti Hsp90, celastrol, uzrokuje smanjenje stanične vijabilnosti i 
sprječavanje proliferacije u tumorskim staničnim linijama Jurkat i U251N. 
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! Istovremena inhibicija Hsp90 i utišavanje ekspresije Hsp70 pridonosi značajnijem 
smanjenju stanične vijabilnosti u dvodimenzionalnim modelima tumora. 
 
! Istovremena inhibicija Hsp90 i utišavanje ekspresije Hsp70 pridonosi značajnijem 
smanjenju stanične vijabilnosti u trodimenzionalnim modelima tumora, uz povećane 
koncentracije celastrola i siRNA sljedno-specifične za Hsp70.  
 
! Rad predstavlja važan uvid u zaštitnu ulogu Hsp70 u različitim tumorskim staničnim 
linijama, temelje za daljnja istraživanja optimalnih nanosustava za dostavu siRNA 
sljedno-specifičnih za HSP te moguća ispitivanja istovremene inhibicije Hsp70 i 
Hsp90 u tumorskim modelima in vivo. 
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Summary
The basic principle of RNA interference, a possible new therapeutic tool, involves de-
struction of messenger RNA upon interaction with homologous double-stranded RNA
present in the cell cytoplasm. Studies have shown that both viral and non-viral small in-
terfering RNA delivery methods and delivery of chemically synthesized small interfering
RNAs to the cell can provide selective gene suppression through this mechanism, both in
vitro and in vivo. Before becoming a functional therapeutic tool, there are a number of
problems concerning RNA interference that should be solved. Major problems involve off-
-target effects, insertional mutagenesis and malignant transformation, as well as problems
of delivery methods and reduction of toxicity.
Key words: RNA interference, small interfering RNA, off-target effects, therapeutics
Introduction
Using genomic information as a target for drug
therapy has always been and still is a great challenge to
pharmaceutical companies. The main problem, however,
is how to determine the gene products functionally in-
volved in the pathology of a certain disease and how
many genes are involved. Application of RNA interfer-
ence (RNAi) in solving this problem started after the
discovery of an evolutionary conserved mechanism of
posttranscriptional gene silencing by double-stranded
RNA (dsRNA) in a range of eukaryotic organisms: plants,
Neurospora crassa, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans, and mammals (1).
Mechanism of RNAi
In mammalian cells, naturally occurring posttran-
scriptional gene silencing is mainly mediated by micro-
RNA (miRNA). Double-stranded miRNAs are processed
into short dsRNAs through a cascade of biochemical
events involving the cytoplasmic ribonuclease III (RNase
III)-like protein Dicer and the RNA-induced silencing
complex (RISC). Dicer enables the formation of small
RNA duplexes, 19–25 base pairs long, with characteristic
3’-dinucleotide overhangs, a 5’-monophosphate and a 3’-
-hydroxyl group, but requires the cooperation of dsRNA
binding proteins to complete its function. Homologues
of this protein can be found in Saccharomyces pombe, C.
elegans, D. melanogaster, plants, and mammals. A product
of Dicer, small dsRNA, consists of two strands: the guide
or antisense strand, which is complementary to the tar-
get sequence and will trigger its recognition by RISC,
and the passenger or sense strand, which provides sta-
bility to dsRNA. To choose which of the two strands will
be given the function of the guide strand, the dsRNA
product of Dicer cleavage is handed off to Argonaute 2
protein (Ago2), a Dicer-interacting protein and part of
RISC, which then cleaves the passenger strand, dissoci-
ating it from the RISC. In the same way, a small interfer-
ing RNA (siRNA) duplex of exogenous origin is incor-
porated into the RISC, whereupon an ATP-dependent
helicase unwinds the duplex, enabling one of the strands
to independently recognize messenger RNAs (mRNAs).
RISC carries out the final gene silencing step. Ago2 is its
catalytic or slicer component. Two different domains in
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Ago2, Piwi domain (named after the Piwi protein in D.
melanogaster) and Piwi-Argonaute-Zwille (PAZ) domain,
bind the 5’ and 3’ ends of the guide strand. The 5’ end
bound to the Piwi domain determines target recognition
and the site of cleavage. Nucleotides 2–8 of the guide
strand, known as the seed sequence, initiate pairing
with the target mRNA. Ago2 cleaves the mRNA be-
tween the nucleotides complementary to bases 10–11 of
the guide strand. The generated 5’ and 3’ mRNA frag-
ments are then degraded by different exonucleases (Fig.
1). The 3’ end of the guide strand bound to the PAZ do-
main of Ago2 plays no essential role in target recogni-
tion but provides a helical geometry required for the
catalytic step. The presence of mismatches in the 3’ half
beyond nucleotide 11 slows down the rate of mRNA
cleavage (1–5).
Naturally Occurring miRNA
Naturally occurring miRNAs are synthesized in the
nucleus from miRNA genes, which are transcribed by
RNA polymerase II into long RNA, known as primary
miRNA (pri-miRNA). Pri-miRNA contains an 80-nucleo-
tide long hairpin flanked by single-stranded RNA se-
quences of a few hundred nucleotides. Pri-miRNAs are
recognized by a complex formed by the DiGeorge syn-
drome critical region 8 (DGCR8) protein and Drosha in
the nucleus. DGCR8 is a dsRNA-binding protein that
helps identify the cleavage site, whereas Drosha is a
RNase III that cleaves the pri-miRNA to generate a 70-
-nucleotide long hairpin RNA known as miRNA precur-
sor. Drosha products have typically 2 or 3 nucleotide 3’
overhangs that facilitate the transport of miRNA precur-
sors to the cytoplasm where they are further processed
by Dicer.
When planning therapeutic RNAi experiments, sev-
eral features of the nuclear processing of miRNA have
to be taken into consideration. One of the prospects in
RNA therapeutics design is to establish specific struc-
tural requirements that imitate endogenous pri-miRNA
in order to ensure their recognition by DGCR8 protein
and processing by Drosha. Inadequate design and there-
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Fig. 1. RNAi can be achieved with any long dsRNA of endogenous (miRNA) or exogenous origin (shRNA). Long dsRNAs are pro-
cessed into short dsRNAs through the activity of Dicer, an endoribonuclease in the RNase III family. Small RNA duplexes 19–25
base pairs long, as well as exogenously introduced siRNAs, are further incorporated into the RNA-induced silencing complex
(RISC), whereupon an ATP-dependent helicase unwinds the duplex. Domains in Argonaute 2 protein (Ago2), Piwi protein and
Piwi-Argonaute-Zwille (PAZ) domain bind the 5’ and 3’ ends of the guide strand and enable binding to the target mRNA and its
cleavage. The 5’ and 3’ mRNA fragments generated are then degraded by different exonucleases
by inefficient nuclear processing of a hairpin would end
in nuclear accumulation of non-processed transcripts
and ineffective silencing of the target (2,6,7).
Antisense Molecules vs. RNAi Technology
The first major experiments in RNA gene therapy
were performed with single-stranded antisense mole-
cules (oligodeoxynucleotides). Although the final result,
the degradation of target mRNA, is identical, the mecha-
nism of gene silencing by antisense molecules and siRNAs
or short hairpin RNAs (shRNAs) in mammalian cells is
different (8). Antisense molecules are synthetic single-
-stranded oligonucleotides that are usually composed of
DNA sequences capable of Watson-Crick base pairing to
a complementary sequence in the target mRNA. Transla-
tion of target mRNA into protein is either blocked by
steric interruption of binding to the ribosome, or by
cleavage of the mRNA through the activity of endo-
nucleases RNase H or RNase L (9,10). Parallel delivery
of antisense oligodeoxynucleotides and siRNA, both tar-
geted to the coding region of a gene, showed greater
stability as well as efficiency in the case of siRNA.
Until 2009, however, only a few of the antisense
oligonucleotides entered clinical trials as therapeutic op-
portunities. One of them, ISIS 301012 (mipomersen), a
human specific apolipoprotein B-100 (apoB-100) antisense
inhibitor, is currently in Phase 3 clinical development for
treating hypercholesteremia. ApoB-100 is a protein com-
ponent of atherogenic lipids and triglycerides, including
LDL cholesterol, synthesized and packaged into lipopro-
tein particles in the liver of different species. LDL choles-
terol is one of the risk factors of coronary heart disease
and atherosclerosis and therefore a good target for
antisense inhibition. Administration of ISIS 301012 pro-
duced remarkable reductions in mRNA and liver pro-
teins, resulting in a decrease of serum apoB-100, LDL
cholesterol and total cholesterol. Delivery was tested on
multiple animal species, including mice, hamsters, rabbits
and monkeys, before antisense inhibitor was applied in
treating human hypercholesteremia (11).
To date, the only antisense oligonucleotide that has
been approved by the U.S. Food and Drug Administra-
tion (FDA) for use in therapeutics is Vitravene (fomivir-
sen sodium intravitreal injectable), designed to treat
cytomegalovirus (CMV) infections in CMV retinitis, the
most common opportunistic infections in patients with
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). Vitra-
vene is a 21-base synthetic phosphorothioate oligonu-
cleotide designed to be complementary to mRNA that
encodes CMV proteins for the major immediate-early re-
gion (IE2). Binding to this location leads to specific inhi-
bition of gene expression of essential viral proteins, but
only in the eye into which it is injected. Vitravene is not
designed for treating CMV anywhere else in the body
(12,13).
RNAi with siRNA and shRNA
Specific and effective silencing of genes by RNAi
can be achieved in two ways: by using siRNA, up to 25
nucleotides long, and by using shRNA. However, one
has to be cautious because unlike in C. elegans and D.
melanogaster, where gene silencing can be achieved using
long (>500 bp) dsRNA without any adverse effect, dsRNA
of >30 bp can trigger a g-interferon response in mamma-
lian systems. The interferon response, which is other-
wise an important defence mechanism against viral in-
fection, can result in global repression of translation.
Some other problems, regardless of immunological
responses and specificity, need to be resolved when us-
ing RNAi in vivo. For example, in contrast to C. elegans,
where RNAi effects are stable, long lasting, and are
passed on to the offspring, gene silencing by transfected
siRNA duplexes in mammalian cells is temporary. Gene
silencing is dependent on the number of siRNA mole-
cules introduced into cells and the number of duplexes
per cell decreases as cells divide. For this reason, the si-
lencing of targeted genes by synthetic siRNA is usually
limited to 2 weeks, or even only 3–7 days in rapidly di-
viding cells. In most diseases, especially cancer, which is
characterized by fast and uncontrollable division of cells,
persistent suppression of the targeted gene would be
necessary to prevent disease progression. The use of
siRNA would therefore require repeated transfection of
cells with siRNA. To avoid this problem, a vector-based
system for the introduction and stable expression of
siRNA in target cells has been developed. These DNA
vectors contain an RNA polymerase III promoter and a
transcription termination site. After their transcription,
by cellular machinery, the RNAs fold in the shape of
shRNAs with a stem-loop structure, which are later
cleaved by Dicer to produce 19–25 nucleotide siRNAs.
As the DNA template for shRNA does not have the
structural characteristics of pri-miRNA, it does not un-
dergo Drosha processing in the nucleus. Once they are
processed by Dicer and incorporated into RISC in the
cytoplasm, 19–25 nucleotide siRNAs lead to target cleav-
age, the target being mRNA (Fig. 1) (10,14,15). As
siRNAs have become more widely used, the basic struc-
ture of effective siRNAs has been defined as a duplex
with a 2-nucleotide overhang on the 3’ ends in compli-
ance with miRNA processing. It has also become evi-
dent that the effectiveness of siRNA silencing is se-
quence specific.
Design, Stability and Delivery of siRNA
Using a bioinformatics programme, the potential
target for RNAi should be identified on the basis of its
role in the disease process. Another prerequisite is that
its suppression should not be harmful. Once a specific
gene has been selected, a targeting sequence has to be
identified to achieve effective silencing with minimal
off-target effects. First, it is important to select a se-
quence that is unique to our targeted gene by using the
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Genes that
contain significant matches with the selected region
should be monitored to verify that they are not being si-
lenced. Another tip is to select sequences displaying a
thermodynamic profile that favours incorporation of the
guide strand into the RISC (16,17). Most researchers
screen a minimum of 4 or 5 different target sequences
for each gene before choosing the most effective one.
However, even sequences that display efficacy in screen-
ing experiments might lead to unexpected toxicity in
vivo, suggesting that more than one therapeutic con-
231M. MATOKANOVI] and K. BARI[I]: RNA Interference as a Tool in Therapeutics, Food Technol. Biotechnol. 47 (3) 229–235 (2009)
struct should be selected for therapeutic trials in animal
models. That is why two or three different sequences for
siRNA target site are synthesized; the most specific and
effective siRNA sequence must be validated by measur-
ing the levels of the target mRNA or protein in vitro
(2,18).
siRNA should be generally designed in such a way
as to be fully complementary to its target mRNA. First,
a few parameters affecting the siRNA or shRNA func-
tion have to be examined in the design process. The
guanine-cytosine (GC) content of a siRNA duplex is a
parameter that might correlate with siRNA functionality.
Too high GC content may slow down duplex unwinding
and might be associated with a prohibitive secondary
structure of the target mRNA. Guanine-rich RNA se-
quences can also form Hoogsteen-paired quartets of G
residues, or the so-called ’tetrads’, which cause difficul-
ties during RNA synthesis and purification. Too low GC
content, on the other hand, may reduce the efficiency of
target mRNA recognition and hybridization. Analysis of
the biochemistry and mechanisms of RNAi revealed that
base pair mismatches introduced at the 5’ end of siRNA
improved gene silencing. Also, duplex end asymmetry,
in the form of differences in adenine-uracil (AU) content
between the three terminal nucleotides of the 3’ and 5’
ends, rather than duplex properties, correlated most
strongly and highly significantly (p=0.005) with siRNA
functionality (16,17).
Although siRNA molecules appear to be more resis-
tant to nuclease degradation than antisense molecules,
some serum nucleases can degrade siRNAs. As a result,
many research groups have investigated the use of che-
mical modifications that improve stability and protect
against nuclease degradation. Several groups showed
that boranophosphate-modified siRNAs were 10 times
more nuclease resistant than unmodified siRNAs (19).
Along with successful siRNA design, efficient delivery is
another essential characteristic of gene silencing in mam-
malian systems. Chemically synthesized siRNAs, viral
or non-viral vectors expressing shRNA, can be delivered
locally or systematically to silence the target gene in
vivo. Chemical modifying of siRNAs renders them resis-
tant to RNAse digestion and extends their half-life.
Modifications reported in the literature include capping
the 5’ end, modifying the ribose sugars or substituting
phosphorothioates, 2’-O-methyl-RNA nucleotides at the
5’ end and four methylated monomers at the 3’ end.
Complexing siRNA or shRNA expressing plasmids with
cationic polymers or peptides or incorporating siRNAs
into liposomes and nanoparticles have been proposed to
extend the half-life of siRNA (3,15,20).
Delivery of siRNA or shRNA can also be achieved
by using viral vectors. Thus far, retroviral, lentiviral and
adenoviral vector systems for RNA delivery have been
developed. Retroviral vectors are based on the murine
stem cell virus or Moloney murine leukaemia virus and
permit a stable introduction of shRNA into dividing
cells. Lentiviral vectors are derived from the human im-
munodeficiency virus (HIV)-1 and can infect both divid-
ing and nondividing postmitotic cells. Adenoviral vec-
tors based on adeno-associated viruses can infect both
dividing and nondividing cells and since they integrate
a site specifically into the AASV1 region of chromosome
19, they are safer than retroviral or lentiviral vectors,
which are associated with insertional mutagenesis (1,21).
The disadvantages of adenoviral vectors are the lack of
tissue tropism and the dose-limiting hepatoxicity (2).
In general, two routes of in vivo siRNA and shRNA
delivery can be distinguished: local (intranasal, intra-
vitreous, intratracheal, intracerebral, intramuscular, in-
tratumoral) or systematic (intravenous, intraperitoneal)
(22). Both RNA types can be delivered to the cell using
either route. The choice of using one or the other means
of delivery depends on the targeted tissues as well as on
the disease. Electroporation and topical gels are tech-
niques commonly used for local siRNA delivery; the for-
mer is most commonly used for administration into
liver and brain. Electroporation has also been used to
deliver siRNA into the kidneys, eyes, muscles and skin
of rodents. In a study done by Akaneya et al. (23) elec-
troporation was performed using two needle electrodes
inserted in vivo into a restricted brain region of a rat. Al-
though this method, like other local delivery methods,
brings a benefit in controlling 'off-target tissue' effects, it
has one major disadvantage: the use of high voltage in
attempting to increase uptake efficiency.
Topical gels, as a means of siRNA delivery to cells,
could open the way for dermatological applications, as
well as the treatment of cervical cancer (1,24).
The first systemic delivery of siRNA in vivo was car-
ried out using the hydrodynamic technique of inserting
naked siRNA in a large volume of physiological solution
under high pressure into the tail vein of mice (18,25). A
number of different approaches have been developed
for the in vivo delivery of siRNA, all with the same aim:
to improve cellular uptake and site-specific delivery.
Compared to local delivery methods, systemic de-
livery has the same purpose, to reach specific disease
tissues, and to overcome other problems, such as poten-
tial serum degradation.
Thus far, atelocollagen has been shown to be the
best harmless biomaterial for in vivo siRNA delivery.
Atelocollagen is obtained from type I collagen of calf
dermis by pepsin treatment. At the N- and C-terminals
of collagen molecules there is an amino acid sequence
called telopeptide; it contains most of collagen antige-
nicity. Atelocollagen obtained by pepsin treatment is low
in immunogenicity because it is telopeptide-free. The
surface of atelocollagen molecules is positively charged;
molecules can therefore bind electrostatically with nega-
tively charged nucleic acid molecules. Furthermore, it is
believed that siRNA complexed with atelocollagen is re-
sistant to nucleases and is transduced efficiently into the
cells, thereby allowing long-term silencing (18). Chitosan
is another material used for siRNA delivery. It is a natu-
rally occurring cationic polysaccharide, biocompatible,
noninflammatory, nontoxic and biodegradable (4). Alter-
natively, polyethylenimine (PEI) is used because of its
ability to form non-covalent interpolyelectrolyte com-
plexes with DNA or RNA. During investigations, siRNAs
complexed with PEI are protected against degradation
in the presence of nucleases but retain full biological ac-
tivity (20). PEI, as a substance foreign to the living cell,
bears a certain level of toxicity and this has to be taken
into consideration (10). In some studies, however, siRNAs
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have been conjugated with derivates of cholesterol,
lithocholic or lauric acid and all these biological sub-
stances seemed to stabilize siRNAs in a way that they
facilitate their binding to human serum albumin and in-
crease their uptake by the liver (26). Also, cell-penetrat-
ing peptides covalently or noncovalently attached to
siRNA molecules have provided an efficient uptake
mechanism of complexes through the process of inter-
nalization, which is somehow different from endocytosis
(27).
Nonspecific Effects of Using RNA Interference
Off-target activity is the main problem of RNAi
technology. This is due to the fact that siRNA can target
more than one mRNA molecule because it can tolerate
several mismatches when pairing. While a single mis-
match between siRNA and its desired target will only
reduce specific silencing efficiency, the same siRNA may
still be able to downregulate the expression of non-tar-
geted genes that contain regions of partial complemen-
tarity. Another important consideration is the case when,
experimentally, a restricted portion of a particular mRNA
is targeted by RNAi; siRNAs corresponding to other
portions of mRNA can be detected as well. This phe-
nomenon is called transitive RNAi and has been ob-
served in C. elegans and in plants. In C. elegans, these
secondary siRNAs are homologous to sequences up-
stream of those targeted by the primary trigger. How-
ever, besides off-target downregulations, upregulations
have also been observed in vitro (4,28).
Possible Use of RNA Interference
One of the most exciting opportunities offered by
RNAi is the ability to identify all the genes required for
certain physiological processes using the genome-wide
RNAi screens. Cancer, as a condition characterized by a
dense network of signal-transducing pathways, is in the
centre of interest in RNAi usage. A major problem is
that oncogenes and oncosuppressors involved in cancer
do not contribute equally to carcinogenesis, making it
difficult to identify the key genes whose blockage would
lead to tumour cell death. RNAi technology is the most
prospective tool that could help uncover the role of
functional genes in cancer development and could also
serve as potential therapeutic strategy because of its
high efficacy and specificity in the down-regulating
gene expression. However, in most cancers, blockage of
a single gene does not suffice to eliminate the disease
and usually multiple pathways are supposed to be in-
hibited simultaneously in order to prevent malignant
proliferation. Target genes most widely investigated by
researchers are receptors associated with certain mito-
genic pathways known to be involved in malignancy.
More relevant examples are the protein tyrosine kinase
(PTK), a member of the receptor tyrosine kinase path-
way, and the adenomatosis polyposis coli (APC) protein,
a member of the Wnt signalling pathway (1,29). Among
other cancer genes, genes that encode multidrug-resis-
tance (MDR) protein, telomerase, and an integral mem-
brane protein named B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) protein
are further examples of genes that are not mutated in
cancer but are overexpressed in a variety of cancers and
are representative targets for silencing. Thus far, initial
in vitro studies have demonstrated effective silencing of
a wide variety of mutated oncogenes, such as Kirsten
ras (K-Ras), which encodes proteins with GTP-ase activ-
ity, human epidermal growth factor-like receptor 2
(Her2/neu), and bcr-abl oncogene that causes Philadel-
phia-chromosome-positive (Ph+) leukaemia (1,18,25).
RNAi can also be directed against several genes in-
volved in cell cycle control in order to promote tumour
cell apoptosis by preventing cell division. Major at-
tempts at RNA silencing have also been made on the
retinoblastoma tumour suppressor (RB) and p53 protein.
p53 is a transcription factor considered to be involved in
the control of the cell cycle (cell proliferation, cell divi-
sion, apoptosis). It is mutated in almost one half of can-
cers. Cellular senescence as well as tumour-host interac-
tions are other processes that can be targeted through
RNAi.
Among the most important targets in this area are
the vascular endothelial growth factor (VEGF) and the
VEGF-receptor, which have a major role in angiogenesis
(26). In January 2009, Alnylam Pharmaceuticals received
a clearance from FDA to start the first clinical trial of an
RNAi drug targeted against the gene for kinesin spindle
protein (KSP), the protein essential for tumour spread-
ing, and the previously mentioned gene for VEGF,
which enables tumour growth by helping formation of
blood vessels. This new candidate, called ALN-VSP, has
been designed to treat primary liver tumours; due to its
encapsulation in lipid nanoparticles, it is capable of cir-
culating throughout the body after being administered
via intravenous infusion.
Another example of VEGF targeting is bevasiranib,
a drug molecule already in Phase 3 clinical trials in pa-
tients with age-related macular degeneration (AMD).
AMD is caused by the abnormal growth of blood ves-
sels behind the retina leading to loss of vision (27). In
Phase 1 and 2 clinical trials, bevasiranib, after being ad-
ministered directly into the eye (intravitreal injection),
did not affect the patient systemically, but locally inhib-
ited the overgrowth of blood vessels that would other-
wise lead to vision loss.
Other attractive targets for the RNAi technique are
diseases caused by viruses and bacteria. In the case of
viruses, genes essential for virus replication, for the as-
sembly of viral particles and host genes, and viral genes
important for virus-host interactions are good targets for
siRNAs. These are usually surface antigens responsible
for virus protein recognition and entrance into the cell.
For example, in the case of HIV, virus silencing can be
achieved through the primary HIV receptor chemokine
(C-C motif) receptor 5 (CCR5) by siRNA targeted against
mRNA transcribed from its gene (1,30). In the case of
human papilloma virus (HPV), it is possible to induce
apoptosis of tumour cells in primary patient tumour
samples by targeting the E6 gene of HPV. E6 protein is a
transcriptional activator essential for malignant transfor-
mation as well as maintenance of a malignant tumour
phenotype. Thus, when silenced with anti-E6 siRNA,
the future development of a tumour cell is prevented
(31,32). Many other animal viruses, especially respira-
tory viruses, are considered to be targets for RNAi ther-
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apy. This is because epithelial cells of the respiratory
tract have been proven to be good uptakers of siRNA
even without transfection, which would enable an easy
way of their administration through inhalation (31,33),
though some delivery problems concerning lung surfac-
tants remain to be solved (34). In contrast to viruses,
bacteria are not generally subject to silencing by siRNA
because they mainly replicate outside the host cell and
lack the necessary machinery. However, it might be pos-
sible to reduce life-threatening bacterial infections which
lead to adverse consequences by silencing the host
genes involved in those aspects of the immune response
or by silencing the host genes involved in mediating
bacterial invasion (1).
RNAi could also be used for studies of different im-
munological diseases. Possible targets in this field are
molecules expressed on the surface of immune cells
(CDs, cytokine and chemokine receptors, adhesion mol-
ecules), cytokines and chemokines, and intracellular sig-
nal transducing proteins. Examples also include trans-
forming growth factor beta (TGF-b) and the nuclear
transcription factor kappa B (NF-kB) (2,3).
Conclusions
RNAi-based gene therapy has great potentials in the
treatment of cancer and infectious diseases, as well as
genetic diseases. RNAi has a variety of important func-
tions in plants and animals, such as a defence mecha-
nism to protect the genome from viruses and other for-
eign nucleic acids. The critical issue of using RNAi for
therapeutic purposes is the fact that exogenous manipu-
lation could undesirably interfere with the function of
endogenous RNAi – antiviral protection. Efficiency of
the therapeutic use of RNAi in cancer relies on the de-
velopment of safe and efficacious delivery systems that
introduce siRNA and shRNA expression vectors into tar-
get tumour cells without disturbing cell homeostasis.
The RNAi approach will hopefully replace the more
toxic traditional treatment modalities and lead to better
tolerated but more effective anticancer therapeutics. In
general, the efficiency of the therapeutic use of RNAi re-
lies on the conditions such as lack of toxicity, specificity
of silencing effects and efficacy of silencing in vitro and
in vivo.
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Objective: To test for possible association of hsp70-2 (+1267A/G), hsp70-hom (+2437T/C), HMOX-1
(number of GT repeats) and TNF-α (+489G/A) polymorphisms with chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) in Croatian population.
Methods: Genotyping of DNA isolated from whole blood of 130 COPD patients (as deﬁned by spirometry)
and 95 healthy controls was performed. Fragment size analysis upon restriction enzyme digestion and/or se-
quencing was used for genotype/allele deﬁnition. Signiﬁcance of ﬁndings was tested using χ2 test.
Results: hsp70-2 (+1267A/G) polymorphism was signiﬁcantly associated with COPD. Results of genotyp-
ing analysis indicated that a genotype carrying G allele was preferentially associated with COPD; odds ratio
(OR)=1.50, 95% conﬁdence interval (CI)=1.00–2.24 and P=0.061. OR for the GG genotype was 3.47 with
CI=1.26–9.56 and P=0.04. No association for hsp70-hom (+2437T/C), TNF-α (+489G/A) and HMOX-1 (num-
ber of GT repeats) polymorphisms were found. In addition, comparison of genotype frequencies among differ-
ent stages of disease severity (GOLD II-IV) revealed no discrimination for any of the tested polymorphisms.
Conclusion: This study is supporting the association of hsp70-2 (+1267A/G) polymorphism and COPD.
Higher frequency of G allele and GG genotype in Croatian COPD patients was observed. There was no evidence
for the association of hsp70-hom (+2437T/C), TNF-α (+489G/A) SNPs and HMOX-1 (number of GT repeats)
polymorphism with COPD. Allele and genotype frequencies for all of the tested polymorphisms show no asso-
ciation with disease severity (GOLD II-IV).
© 2012 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
Introduction
Chronic obstructive pulmonary disease (COPD), which includes
emphysema and chronic bronchitis, is a complex disease in which ge-
netic and environmental factors play a role [1].
Smokers are much more prone to development of the disease.
About 15–20% of smokers develop COPD. Nevertheless, never
smokers comprise substantial proportion of individuals with COPD
[2]. This observation indicates that genetic factors play an important
role in disease occurrence and development. A considerable interest
exists in understanding genetic basis of the disease [3]. Deﬁnition of
single nucleotide polymorphisms (SNPs) and other genetic polymor-
phisms associated with COPD is an important part of the overall effort
to better understand disease pathogenesis. Recently, as a part of
ECLIPSE study, a global SNP mapping was done on DNA extracted
from sputum of COPD patients [4]. Another large genome-wide asso-
ciation study in COPD reported on identiﬁcation of two major suscep-
tibility loci [5].
Tumor necrosis factor alpha gene (TNF-α) is an inﬂammatory me-
diator that plays an important role in COPD pathogenesis and has also
been in focus of scientiﬁc interest as a biomarker of the disease as
well as a potential therapeutic target [6,7]. Papatheodorou et al. stud-
ied possible association of ﬁve TNF-α SNPs and COPD and found no
signiﬁcant association in Greek patients [8]. In another study meta-
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analysis indicated that TNF‐α−308G/A SNP is associated with COPD
risk among Asians but apparently not among Caucasians [9]. Related
study done on Han Chinese population reported no signiﬁcant differ-
ence in the frequencies of the TNF‐α−308G/A SNP [10]. Genotyping
for the TNF‐α−308G/A SNP in Australian population was also per-
formed and A allele was shown to be associated with a reduced
forced expiratory ﬂow (25–75%) (FEF25–75) [11]. Taken together,
these examples clearly illustrate variability when testing different
ethnic populations.
TNF‐α−863A allele has been indicated to confer a protective ef-
fect to the susceptibility to the disease in the Spanish population
[12]. Similarly, in another study, TNF‐α−863A allele was found to
confer a degree of resistance to the susceptibility to and muscle wast-
ing of COPD among heavy smokers in Taiwan [13]. Kucukaycan et al.
showed that COPD, especially in the case of COPD patients without ra-
diological emphysema, is associated with TNF-α +489G/A SNP [14].
Heat shock proteins (HSPs) are a family of proteins that can be
expressed in response to a variety of stress stimuli, including reactive
oxygen species and toxic metals, and play an important role in the
maintenance of cellular integrity and viability [15]. hsp70-2 and
hsp70-hom genes, investigated in this study, are physically part of
the major histocompatibility (MHC) class III region on chromosome
6 and reside in close proximity of TNF-α gene (for review see [16]).
Their role in pathogenesis of COPD is still poorly understood. Rumora
et al. in a small study showed a decreased expression of Hsp70 and
Hsp27 in blood leukocytes of COPD patients [17]. Analysis of the
hsp70 gene polymorphism in Chinese COPD patients (Han nationali-
ty) has indicated no association with the disease [18]. HMOX-1
(hsp32), another stress protein that belongs to HSP family, is believed
to generally play a protective role in lung diseases including COPD
(for review see [19]). 5′-ﬂanking region of human HMOX-1 gene
shows length polymorphism (number of GT repeats in the promoter
region) and it has been speculated that it could inﬂuence the level
of gene expression [20]. It has been reported that the large size of di-
nucleotide (GT) repeat region may reduce inducibility of HMOX-1 and
therefore be associated with susceptibility to emphysema [21]. Poly-
morphism of this gene was recently indicated to be associated with
severity of COPD in Southwestern China population with class L allele
linked to susceptibility of developing very severe COPD [22].
Methods
Subjects
A total of 225 subjects were enrolled in this study. 130 were COPD
patients as determined by spirometry. 95 healthy controls were also
recruited. COPD was diagnosed by pulmonology specialist according
to clinical examination (chronic and progressive dyspnea, cough,
and sputum production) and spirometry results FEV1/FVCb0.70 and
FEV1 b80% predicted, as measured on ﬁrst admission at the Depart-
ment for Pulmonology at General Hospital “Dr. Ivo Pedišić”, Petrinja,
and Clinic for Lung Diseases “Jordanovac”, Zagreb, Croatia. All the
patients were in the stable phase of the disease for at least 3 months
without the need for hospitalization and therapy modiﬁcation. Their
medication therapy consisted of a combination of bronchodilators,
whether beta2-agonists or anticholinergic agents, theophylline, and
inhaled corticosteroids, according to GOLD recommendation.
The study was approved by the medical ethics committee of the
hospitals, and informed consent was obtained from all study subjects.
The study design was made according to Declaration of Helsinki. Rel-
evant demographic and spirometry parameters are shown in Table 1.
Genotyping
DNA was isolated from whole blood by Qiagen's FlexiGene DNA
kit. Isolated DNA was subjected to PCR fragment ampliﬁcation using
a thermocycler GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).
Brieﬂy, the ampliﬁcation mixture (total volume 25 μL) contained
100 ng of genomic DNA, 0.4 μmol/L of each primer, 0.2 mmol/L of
each dNTP, 2 mmol/L MgCl2, 0.5 units of Platinum Taq DNA Polymer-
ase and 2.5 μL of reaction buffer (200 mmol/L Tris–HCl, pH 8.4 and
500 mmol/L KCl). Primers used for PCR fragment ampliﬁcation are
listed in Table 2. PCR products were separated on 2% agarose gel to
check for size and ampliﬁcation efﬁcacy. 50 bp DNA ladder marker
(Fermentas, Life Sciences) was used for fragment size determination.
PCR fragment ampliﬁcation conditions as well as enzymes used for re-
striction fragment length polymorphism (RFLP) analysis that followed
are summarized in Table 3. Brieﬂy, for RFLP, reaction mixture (total vol-
ume15 μL) contained 10 μL of ampliﬁed fragment, an appropriate buffer
for each restriction enzyme and 3 units of PstI (for hsp70-2+1267A/G),
2 units of NcoI (for hsp70-hom +2437T/C) and 3 units of HpyCH4IV
(for TNF-α+489G/A). For separation of RFLP products, electrophoresis
on 2% agarose gel was performed. The length of RFLP fragments is also
given in Table 3. HMOX-1 (hsp32) polymorphism was determined as
previously described [23]. Size analysis of PCR products for HMOX-1
was performed on ABI PRISM 310 automatic sequencer (Applied
Biosystems) using GeneScan software with the GeneScan-500-LIZ size
standard. For each polymorphism appropriate homozygous controls
(PCR fragments with sequence that was determined by sequencing)
were used. The controls for hsp70-2 +1267A/G, AA and GG PCR frag-
ments, the controls for hsp70-hom+2437T/C, TT and CC PCR fragments,
the controls for TNF-α+489G/A, GG andAAPCR fragments and the con-
trol for HMOX-1, MM PCR fragment, were sequenced and their se-
quences were determined by Macrogen Inc. Company.
Statistical analysis
Statistical analysis was performed using SigmaStat for Windows,
version 3.0. Kolmogorov–Smirnov test of goodness of ﬁt was used to
test the assumption of normal distribution. Normally distributed
data are presented as means±standard deviation, otherwise as the
median (interquartile range). Quantitative data were analyzed using
t-test or Mann–Whitney rank sum test. P values lower than 0.001
were considered statistically signiﬁcant. Chi-square (χ2) test was
Table 1
Demographic and spirometry parameters of COPD patients and control subjects.
Parameters COPD (n=130) Controls (n=95) P
Age/years* 70 (65–75) 51.5 (44–57) b0.001
Sex (male/female) 103/27 69/26 0.321
Smoking status
(smokers/non-smokers)
80/50** 57/38** 0.924
FEV1 (% predicted)*** 41.5±13.9 103.8±16.0 b0.001
(FEV1/FVC)×100 (%)* 62.9 (54.9–67.1) 84.0 (80.0–87.0) b0.001
*Data are shown as the median (interquartile range) or *** as the mean±standard
deviation.
** Smoking status, COPD: 43 current smokers and 37 ex-smokers, 50 never-smokers;
controls: 31 current smokers and 26 ex-smokers, 38 never-smokers.
Table 2
List of primers used for PCR ampliﬁcation of hsp70-2, hsp70-hom, TNF-α and HMOX-1
genes.
Gene (polymorphism) Primer sequence
hsp70-2 (+1267A/G) F: 5′ CATCGACTTCTACACGTCCA 3′
(rs1061581) R: 5′ CAAAGTCCTTGAGTCCCAAC 3′
hsp70-hom (+2437T/C) F: 5′ GGACAAGTCTGAGAAGGTACAG 3′
(rs2222756) R: 5′ GTAACTTAGATTCAGGTCTGG 3′
TNF-α (+489G/A) F: 5′ GGAGAGAAGCAACTACAGAC 3′
(rs180610) R: 5′ CACACTTAGTGAGCACCTTC 3′
HMOX-1 [(GT)n] F: 5′ ACGCCTGGGGTGCATCAAGTC 3′
R: 5′ GTGGGGTGGAGAGGAGCAGTCATA3′
F—forward primer; R—reverse primer.
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used for comparison of proportions. Here, P values lower than 0.05
were considered statistically signiﬁcant. Where appropriate the ORs
(odds ratios) with 95% CIs (conﬁdence intervals) were calculated
using MedCalc for Windows.
The ORs were calculated for alleles having the lowest frequencies
in both COPD patients and controls. Also, ORs were calculated for ho-
mozygous genotypes containing the alleles having lower frequencies
in both COPD patients and controls. ORs are considered signiﬁcant if
both the lower and the upper 95% conﬁdence bounds were greater
than one for an OR higher than one (or both less than one for an OR
less than one). Signiﬁcance cut-off values set in this study were:
OR>1,5; 95%CI>1.
Results
Relevant demographic characteristics of subject populations are
shown in Table 1. COPD group as compared to control group showed
statistically signiﬁcant differences in age but not in sex distribution or
smoking history. Differences in FEV1 (% predicted) and (FEV1/
FVC)×100 (%) have shown clear distinction between healthy individ-
uals and a group of subjects with COPD (Table 1).
Distributions of allele and genotype frequencies for polymorphisms
of hsp70-hom+2437T/C,HMOX-1 (GT)n and TNF-α+489G/Awere not
signiﬁcantly different between COPD and healthy subject group
(Tables 4 and 5). In case of hsp70-2+1267A/G, G allele showed tenden-
cy of higher occurrence in COPD patients, OR (95%CI)=1.50 (1.00–
2.24); P=0.061. Signiﬁcance cut-off values set in this study were:
OR>1,5; CI>1; Pb0.05). When genotype frequency was tested,
minor GG phenotype was clearly over expressed in COPD as compared
to healthy group, OR=3.47; 95%CI=1.26–9.56; P=0.04 (Table 5).
We additionally checked for a possible allele/genotype associa-
tion with a particular disease subgroup (severity stage). When
COPD patients were further subdivided according to GOLD guide-
lines, 28.46%, 49.23% and 22.30% were classiﬁed as GOLD II, GOLD
III and GOLD IV, respectively. No GOLD I patients were included in
this study due to the fact that GOLD I stage is relatively asymptom-
atic and such patients usually do not by themselves approach clini-
cians. No discrimination in allele/genotype distribution could be
Table 3
Conditions for PCR-RFLP method.
Gene (polymorphism) PCR fragment (size) PCR conditions Restriction enzyme RFLP fragments (size)
hsp70-2 (+1267A/G) 1117 bp PD 94 °C, 5 min PstI 936 bp, 181 bp
D;A;E (94 °C, 1 min; 60 °C, 1 min;
72 °C, 1 min)×35
FE72 °C, 10 min
hsp70-hom (+2437T/C) 878 bp PD 94 °C, 5 min NcoI 551 bp, 327 bp
D;A;E (94 °C, 1 min; 58 °C, 1 min;
72 °C, 1 min)×35
FE 72 °C, 10 min
TNF-α (+489 G/A) 551 bp PD 94 °C, 5 min HpyCH4IV 159 bp, 281 bp,
D;A;E (94 °C, 1 min; 60 °C, 1 min; 111 bp, 392 bp
72 °C, 1 min)×35
FE 72 °C, 10 min
HMOX-1 [(GT)n]* 200–260 bp PD 94 °C, 5 min n. a. n. a.
D;A;E (94 °C, 1 min; 63 °C, 1 min;
72 °C, 1 min)×25
FE 72 °C, 10 min
PCR conditions are: PD, pre-denaturation; D, denaturation; A, annealing; E, extension; FE, ﬁnal extension;
n. a.—not applicable.
*The sizes of the PCR products for HMOX-1 gene were analyzed with a laser-based automated DNA sequencer (ABI PRISM310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). GT repeat
number [(GT)n] was calculated according to homozygous controls (MM) containing alleles with 28, 30 or 36 GT, according to the results obtained by standard sequencing.
Table 5
Distribution of genotype frequencies for different genes in COPD patients and control
group.
Gene
genotype
COPD patients
(n=130)
Controls
(n=95)
χ2 P OR (95% CI)*
hsp70-2 6.419 0.04 3.47 (1.26–9.56)
AA 54 (41.54%) 46 (48.42%)
GG 21 (16.15%) 5 (5.26%)
AG 55 (42.31%) 44 (46.32%)
hsp70-hom 0.060 0.971 0.73 (0.05–11.80)
TT 90 (69.23%) 65 (68.42%)
CC 1 (0.77%) 1 (1.05%)
TC 39 (30.00%) 29 (30.53%)
TNF-α 3.408 0.182 1.23 (0.29–5.26)
GG 87 (66.92%) 53 (55.79%)
AA 5 (3.85%) 3 (3.16%)
GA 38 (29.23%) 39 (41.05%)
HMOX-1 7.068 0.216 0.73 (0.05–11.80)
SS 25 (19.23%) 8 (8.42%)
MM 40 (30.77%) 28 (29.47%)
LL 1 (0.77%) 1 (1.05%)
SM 53 (40.77%) 48 (50.53%)
SL 4 (3.08%) 6 (6.32%)
ML 7 (5.38%) 4 (4.21%)
*Odds ratios (OR) with conﬁdence intervals (95%CI) were calculated for homozygous
genotypes containing the alleles having lower frequencies in both COPD patients and
controls (as described in Statistical analysis).
For HMOX-1: S≤25 GT repeats, M 26–31 GT repeats, L≥32 GT repeats.
Table 4
Distribution of allele frequencies for different genes in COPD patients and control
group.
Gene
allele
COPD patients
(n=130)
Controls
(n=95)
χ2 P OR (95% CI)*
hsp70-2 3.500 0.061 1.50 (1.00–2.24)
A 163 (62.69%) 136 (71.58%)
G 97 (37.31%) 54 (28.42%)
hsp70-hom 0.001 0.979 0.96 (0.58–1.60)
T 219 (84.23%) 159 (83.68%)
C 41 (15.77%) 31 (16.32%)
TNF-α 1.522 0.217 0.73 (0.46–1.15)
G 212 (81.54%) 145 (76.32%)
A 48 (18.46%) 45 (23.68%)
HMOX-1 1.040 0.595 0.78 (0.35–1.75)
S 107 (41.15%) 70 (36.84%)
M 140 (53.85%) 108 (56.84%)
L 13 (5.00%) 12 (6.32%)
*Odds ratios (OR) with conﬁdence intervals (95%CI) were calculated for alleles having
the lowest frequencies in both COPD patients and controls (as described in Statistical
analysis).
For HMOX-1, S stands for allele with ≤25 GT repeats; M for allele with 26–31 GT re-
peats and L for allele with ≥32 GT repeats.
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revealed for any of the tested gene polymorphisms when compari-
son was performed among GOLD subgroups of patients as shown
in Tables 6 and 7.
Discussion
Genetic association studies have become increasingly popular ap-
proach in understanding pathogenesis and epidemiology of diseases
as well as for development of treatment approaches. Four genes
(and their polymorphism) selected for the analysis in this research
were chosen based on existing evidence of their importance for path-
ogenesis of inﬂammatory process. Inﬂammation and oxidative stress
are widely accepted as major pathogenetic mechanism in develop-
ment of COPD. In addition, all selected genes (except HMOX-1
which is located at chromosome 22) are physically closely clustered
in MHC chromosomal region of chromosome 6.
Our results show no clear association of TNF-α+489G/A alleles or
genotypes and COPD in population of Croatian patients. Findings on
TNF-α polymorphism described in this paper are in agreement with
ﬁndings reported by Cordoba-Lanus et al. on Spanish COPD patients
[12]. This group also reported no association between TNF-α+489G/
A SNP and COPD. In another highly related study performed on
Dutch COPD population (size of the study was comparable to ours),
it was concluded that TNF-α+489G/A genotype frequency tended to
be different in COPD patients as compared to controls, which was
due to an enhanced frequency of the GA genotype [14]. It can be spec-
ulated that one of the reasons for different ﬁndings could be differ-
ences in genetic background (different ethnic populations). All
together, TNF-α+489G/Α SNP does not seem to be generally accept-
able factor involved in development of COPD.
In the present study when COPD group was compared with
healthy controls, we were unable to show signiﬁcantly different dis-
tributions of short (≤25), medium (26–31) and long (≥32) GT dinu-
cleotide repeats in 5′-ﬂanking region of HMOX-1 gene. Two
previously published papers have described association between the
number of GT repeats and COPD [21,22]. Fu et al. [22] reported
about higher frequency of long allele (>31 GT repeats) in very severe
COPD patients (GOLD IV) in Southwestern China population. Our re-
sults did not reproduce this conclusion for the group of very severe
(GOLD IV) patients but it is important to emphasize that total number
of L allele carriers was lower in our study as well as the total number
of COPD subjects. However, the very recent study by Tanaka et al.
showed no association of GT repeat length polymorphism and COPD
in Caucasian population [24]. Moreover, when different length gene
constructs were transiently expressed no difference in HMOX-1 en-
zyme activity was observed [24]. Thus, it remains unclear whether
the length of GT repeats region can be considered as a potential ge-
netic susceptibility factor for development of COPD.
To the best of our knowledge, there is only one reported study on
polymorphisms of hsp70-hom and hsp70-2 in COPD. Authors con-
cluded that genetic polymorphisms in hsp70 are not associated with
development of COPD in Han nationality of China [18]. In the case of
hsp70-hom our results are conﬁrmatory to those previous ﬁnding.
However, we show for the ﬁrst time an association of 70–2 minor
GG genotype with COPD patients (in Croatian population). In the
case of Xie et al. study [18] reported genotype frequencies in healthy
subjects were different (when compared to our study), underlying
the importance of ethnic context of polymorphism studies. Also the
total number of study subjects enrolled [18] was lower which may
be an additional explanation for the different outcomes.
In conclusion, the present study on Croatian population suggests
that hsp70-2 +1267A/G SNP is associated with COPD. This observa-
tion needs to be conﬁrmed in additional research in order to validate
its importance.
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a b s t r a c t
Inducers of heat shock protein 70 (Hsp70) commonly promote cancer cell viability whereas inhibitors of
Hsp90 reduce it. The anticancer agent celastrol, interferes with signal transduction pathways involving
these heat shock proteins. The objective of this in vitro study was to silence inducible Hsp70 and to pro-
mote celastrol-induced tumor cell death. Hsp70 siRNA loaded chitosan-TPP carriers were prepared by
ionic gelation and characterized by photon correlation spectroscopy and asymmetric flow field-flow frac-
tionation combined with dynamic light scattering. Viability of human leukemia and glioblastoma cells
and Hsp70 silencing was determined following treatment with chitosan-TPP-Hsp70 siRNA particles.
The results showed that silencing of Hsp70 by chitosan-TPP-Hsp70 siRNA treatment significantly reduced
cell viability, and enhanced antiproliferative effects of celastrol in leukemia and glioblastoma cells. In
glioblastoma spheroids, higher concentrations of celastrol and Hsp70 siRNA in chitosan-TPP nanocarriers
were necessary to induce cell death.
! 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Mechanisms of cancer cell resistance towards chemotherapeu-
tics are poorly understood, and increasing the efficiency of antican-
cer treatments by interfering with tumor defense mechanisms is a
major objective of cancer biology research (Hanahan and Wein-
berg, 2000, 2011). Functional studies indicate that tumor resis-
tance towards apoptosis and possibly other types of cell death
can be reduced by diminishing the activity of the heat shock pro-
tein (HSP) family members (Beere et al., 2000; Clemons et al.,
2005; Goloudina et al., 2012; Portt et al., 2011; Yang et al., 2012).
The HSPs are a group of stress proteins which can be classified
according to their molecular weight into several sub-families:
HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, and the small HSPs (Goloudina
et al., 2012).
Members of the HSP90 sub-family have been extensively stud-
ied and a large number of drugs based on heat shock protein 90
(Hsp90) inhibition are now in preclinical and clinical development
for treatment of cancer (Biamonte et al., 2010; Travers et al., 2012).
A number of studies, stimulated by an increasing interest in the use
of natural compounds for anticancer treatment, have determined
that many of them are Hsp90 inhibitors (Janin, 2010). Celastrol, a
compound extracted from the root bark of Trypterygium wilfordii,
was found to down-regulate Hsp90s’ ability to bind ATP and to dis-
rupt the interaction of Hsp90 with co-chaperone Cdc37 (Peng et al.,
2010). Given Hsp90’s ability to provide protection against cell
death in tumor cells (Whitesell and Lindquist, 2005), celastrol’s
ability to disturb this chaperon function was considered as a likely
explanation of why celastrol could be beneficial in anticancer
treatment. However, Hsp90 inhibition was found to subsequently
upregulate the expression of the members of another HSP protein
sub-family, HSP70 (Mou et al., 2011). This proved to be unfortu-
nate. The HSP70 sub-family, which consists of at least 13 different
members, is one of the largest HSP sub-families, and its members
have been found to promote cancer cell growth by providing pro-
tection against both extrinsic and intrinsic apoptotic stimuli
(Beere, 2005; Gotoh et al., 2004). Moreover, in RNA interference
(RNAi) studies of human cancer cells of various origin, depletion
of Hsc70 (the major constitutively expressed protein of the
HSP70 family) and of inducible Hsp70 (the major inducible protein
of the HSP70 family, also known as Hsp72 or HSPA1A), increased
the extent of apoptosis compared to the apoptosis depletion of
these proteins caused in healthy cells of equivalent origin (Powers
et al., 2008).
To study the function of antiapoptotic proteins with RNAi,
liposome based delivery systems have been mainly used. With
the progress of nanotechnology, the approaches to creating
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particles appropriate for entrapping siRNA began to take account of
non-lipid polymers, including chitosan (Malmo et al., 2012). Chito-
san, made from the chitin of marine anthropods and insects, is a lin-
ear, random copolymer of D-glucosamines (deacetylated units) and
N-acetyl-D-glucosamines (acetylated units) linked through glyco-
sidic bonds (Baldrick, 2010; Tan et al., 2009; Zhang et al., 2010).
The stability of chitosan-based delivery systems is ensured by
strong electrostatic interactions between highly positively charged
chitosan amino groups and negatively charged nucleotides
(Bhattarai et al., 2010; Katas and Alpar, 2006; Malmo et al., 2012).
More importantly, chitosan was reported as non-toxic, biocompat-
ible, biodegradable (Baldrick, 2010) and due to its muco-adhesive-
ness (de la Fuente et al., 2010), appropriate for nonparenteral
administration (de Jesús Valle et al., 2008).
The objective of the present study was to incorporate Hsp70
siRNA into chitosan-TPP nanocarriers and to test the efficiency of
this system in Hsp70 silencing. Following reduction in Hsp70
expression, the antiproliferative effects of Hsp70 silencing in the
presence or absence of the Hsp90 inhibitor, celastrol, were ex-
plored. In order to test how effectively the simultaneous inhibition
of Hsp70 and Hsp90 acted as a general treatment approach for dif-
ferent human tumors, in this study we used tumor cells originating
from the blood and from the brain. In order to take into account the
complexity of three dimensional growth of tumors in vivo, Hsp70/
Hsp90 inhibition was also tested in human glioblastoma spheroids.
2. Materials and methods
2.1. Materials
Ultrapure chitosan glutamate (Protasan UP G113) with approx-
imate molecular weight <200 kDa and 75–90% deacetylation was
purchased from NovaMatrix (Sandvika, Norway). Celastrol was
purchased from PI&PI Technologies Inc. (Taihe, Baiyun, China). All
cell culture media and reagents were purchased from Life Technol-
ogies Inc. (ON, Canada). All other reagents were purchased from
Sigma Aldrich (ON, Canada), unless stated otherwise.
2.2. Chitosan-TPP-siRNA nanoparticles preparation
Chitosan-TPP nanoparticles were produced based on modified
protocol for ionic gelation of tripolyphosphate (TPP) with chitosan
glutamate described elsewhere (Katas and Alpar, 2006). Briefly, for
the association of small interfering RNA (siRNA) with the chitosan
and TPP, 15 ll of siRNA (1.33 lg/ll) in double distilled water was
added to the TPP solution (0.2 ml, 0.84 mg/ml, sterilized through
0.45 lm filter) before adding this drop-wise to the chitosan solu-
tion (0.5 ml, 2 mg/ml prepared in 0.1 M sodium acetate buffer,
pH 4.5) under constant magnetic stirring at room temperature.
Nanoparticles were spontaneously obtained during stirring and
were incubated at room temperature for 30 min before further
analysis or cell transfection.
2.3. Physical characterization of chitosan-TPP-siRNA nanoparticles:
particle size, polydispersity index and zeta potential
The average particle size and size distribution (polydispersity
index) was determined by photon correlation spectroscopy (Zeta-
sizer 3000 HS, Malvern Instruments, Malvern, UK). Measurements
were performed at a scattering angle of 90! and at a temperature of
25 !C. The hydrodynamic diameter was calculated from the auto-
correlation function of the intensity of light scattered from parti-
cles with the assumption that the particles had a spherical shape.
The zeta potential was obtained by laser Doppler anemometry
using a Zetasizer 3000 HS. For the measurements, samples were
diluted with 10 mM NaCl solution and placed in an electrophoretic
cell, where a potential of 150 mV was established.
2.4. Asymmetrical flow field-flow fractionation (AF4) for
characterization of chitosan-TPP-siRNA nanoparticles
Asymmetric flow field-flow fractionation was performed using
an AF4 system (AFx2000MT, Postnova Analytics, Landsberg, Ger-
many) combined with an UV/Vis detector (SPD-20A, Postnova Ana-
lytics) for a set wavelength of 260 nm, a multiangle light scattering
detector (MALS, Dawn 8+, Wyatt Technology), and a dynamic light
scattering detector (Wyatt-QELS, Wyatt Technology). The scatter-
ing angle was kept at 106!. Complete principle of AF4 has been
described elsewhere (Yohannes et al., 2011). Data collection and
analysis were done using ASTRA version 5.3.4.20 (Wyatt
Technology).
2.5. Determination of siRNA loading efficiency
The loading efficiency (LE) of siRNA entrapped into chitosan-
TPP nanoparticles was calculated based on the absorbance (at
260 nm) of the free siRNA in the supernatant obtained after parti-
cle centrifugation (13000 g, 15 min). Supernatant recovered from
unloaded chitosan-TPP nanoparticles (without siRNA) was used
as a blank. LE (%) was calculated according to the following
formula:
LEð%Þ ¼ ½ðtotal siRNA% free siRNAÞ=total siRNA& ' 100
2.6. Cell cultures and materials
Human leukemia cells (Jurkat, ATCC) and human breast carci-
noma cell line (MCF7, ATCC) were cultured in RPMI 1640 medium
containing 10% foetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin–strep-
tomycin (PS), while human glioblastoma cells (U251N, ATCC) and
human hepatocellular carcinoma (HepG2, ATCC) were cultured in
DMEM medium containing 10% FBS and 1% PS. During treatment
and growth cells were maintained at 37 !C and 5% CO2 in a humid-
ified atmosphere.
2.7. Cell transfection and Hsp70 silencing
Cells were seeded 24 h prior to transfection in 96-well, 24-well
or 6-well plates (Sarstedt) depending on the assay to be performed.
For transfection cells were incubated with chitosan-TPP-siRNA
nanoparticles in complete growth media at 37 !C and 5% CO2 for
indicated period of time. Cells treated with ‘‘empty’’ chitosan-TPP
nanocarriers, were used as negative control. siRNA incorporated
in HiPerFect (Qiagen) and HiPerFect alone were used for compari-
son with chitosan-TPP nanocarrier. Transfection of siRNA incorpo-
rated into HiPerFect was performed according to the
manufacturer’s protocol. siRNA designed for targeting mRNA tran-
scribed from human hsp70-1 gene (NCBI reference sequence:
NM_005345.5) with a sense sequence 50-CGG UUU CUA CAU GCA
GAG Att-30 (siRNA ID: s6966, Life Technologies Inc.) and siRNA of
scrambled sequence (Life Technologies Inc.) with no homology to
any known human gene (confirmed by conducting NCBI BLAST
query) were used.
2.8. Cell viability
Three different approaches were used to determine cell viabil-
ity: (i) cell counting using trypan blue, (ii) labelling nuclei with
Hoechst 33342 (fluorescent microscopy) and (iii) determination
of mitochondrial metabolic activity (MTT). Cell viability was calcu-
lated as a percentage relative to the viability of cells incubated in
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growth media supplemented with 10% FBS and 1% PS during the
period 1–3 days (i.e. untreated control).
For labelling with trypan blue dye U251N or Jurkat cells were
seeded in 96-well culture plates (1 ! 104 cells/well) 24 h prior to
treatment. The trypan blue dye exclusion assay for cell counting
was performed by mixing 80 ll of cell suspension with 20 ll of try-
pan blue dye (Life Technologies Inc.) before injecting into a
Neubauer counting chamber. The numbers of cells that absorbed
the dye (dead cells) and those that excluded the dye (viable cells)
were counted, from which the viability in percentages relative to
the untreated control was calculated.
For labelling nuclei with Hoechst 33342 U251N or Jurkat cells
were seeded in 24-well culture plates (5 ! 104 cells/well) 24 h
prior to treatment. After treatment, media was removed, cells were
washed 3! with 1! PBS and fixed with 4% p-formaldehyde (PFA)
in 1! PBS during 10 min. After fixation, cells were washed 3!with
1! PBS and incubated with Hoechst 33342 (10 lM in 1! PBS) for
10 min at room temperature. After staining with Hoechst 33342,
cells were washed 3! with 1! PBS, and subjected to fluorescent
microscopy analysis. Images were acquired with a Leica DFC350FX
monochrome digital camera connected to a Leica DMI4000B in-
verted fluorescence microscope using Leica Application Suite V4.
Images were analayzed with Image J software for the number of
nuclei stained with Hoechst 33342 and results were expressed as
percentages of the number of nuclei stained with Hoechst 33342
in untreated control.
A colorimetric MTT assays was performed to assess the activity
of living cells via mitochondrial dehydrogenases. Mitochondrial
dehydrogenases of viable cells cleave the tetrazolium ring, yielding
purple formazan crystals. For MTT assay cells were seeded in
24-well cell culture plates (5 ! 104 cells/well for U251N;
1 ! 105 cells/well for Jurkat) 24 h prior to treatment. Cells were
treated for 24 h or up to 5 days (as indicated in figures). At the
end of treatments cells were incubated with MTT solution
(0.5 mg/mL) for 1 h at 37 !C, after which medium was removed
and DMSOwas added to lyse cells, and dissolve the formazan prod-
uct. Absorbance was measured at 595 nm using a Benchmark
microplate reader (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). The extent
of formazan conversion was expressed in percentages relative to
the untreated control. All measurements were done in triplicates
in three or more independent experiments.
2.9. Quantitative real time-polymerase chain reaction (qRT-PCR) for
the analysis of transfection efficiency
All reagents used for qRT-PCR were purchased from Life Tech-
nologies Inc. For qRT-PCR Jurkat cells were seeded in 24-well cell
culture plates (1 ! 105 cells/well) and treated with chitosan-TPP-
siRNA nanoparticles for 24 h. HiPerFect transfection reagent
(Qiagen) was used as a positive control for Hsp70 siRNA delivery
into the cells. At the end of treatments total cellular RNA was ex-
tracted using phenol free method (RNAqueous-4PCR Kit) according
to the manufacturer’s protocol. Isolated RNA (0.2 lg) was reversely
transcribed using the High Capacity cDNA reverse transcription kit.
Gene expression levels were measured by quantitative real-time
PCR on AB7500 real-time PCR system (Applied Biosystems, USA)
with gene expression TaqMan master mix and TaqMan genotyping
Assay for inducible Hsp70 (Hs00359147_s1) and for GAPDH as a
housekeeping gene control (Hs99999905_m1). All kits and re-
agents were used according to manufacturer’s protocols. Data were
collected and analysed with 7500 System SDS software v1.4 21.
2.10. U251N spheroids preparation
Human glioblastoma tumor spheroids were prepared according
to Friedrich et al. (2009). Briefly, 2% agarose solution (in serum free
DMEM) was autoclaved for 20 min at 120 !C. Flat bottomed 96-
well plates were coated with 75 lL/well of agarose solution to pro-
duce concave non-adherent surface area in wells. Agarose coated
plates were used for growth of tumor spheroids based on liquid
overlay technique (Carlsson and Yuhas, 1984). Exponentially grow-
ing monolayer U251N cells were trypsinized and 5 ! 103 cells were
seeded per well in 200 lL of DMEM supplemented with 10% FBS
and 1% PS. Subsequently, plates were gently agitated for 5 min,
and then transferred at 37 !C in a humidified atmosphere. 50% of
the media in the wells was replaced every 2 days with fresh com-
plete media. Spheroids were treated with siRNA incorporated in
chitosan-TPP or Lipofectamine 2000 (Invitrogen) or with with
siRNA incorporated in one of the nanocarriers accompanied with
celastrol treatment 4 days after seeding, for 48 h. Only spheroids
of spherical shape were used for treatments (4 spheroids per con-
dition) and each experiment was repeated 3 times (n = 12).
2.11. Cell viability in U251N spheroids
Hoechst 33342 staining and propidium iodide (PI) staining were
performed to observe the integrity and viability of U251N spher-
oids after treatment with celastrol and/or chitosan-TPP nanoparti-
cles. Hoechst 33342 is membrane permeable dye and specifically
stains the nuclei of viable cells by binding into the minor groove
of DNA. Unlike Hoechst 33342, PI is membrane impermeable dye
and specifically stains DNA of the cells with damaged plasma
membranes.
Tumor spheroids prepared from 5 ! 103 U251N cells (Human
glioblastoma) were treated for 48 h, 4 days after seeding, as de-
scribed in previous section. At the end of treatment 50% (100 ll)
of the media was replaced with media containing Hoechst 33342
(for 10 lM final concentration) and PI (for 1.5 lM final concentra-
tion), and the spheroids were incubated for the next 2 h at 37 !C in
a humidified atmosphere before fluorescent microscopy analysis.
Images were acquired with a Leica DFC350FX monochrome digital
camera connected to a Leica DMI4000B inverted fluorescence
microscope using Leica Application Suite V4. Image analysis (rela-
tive fluorescence intensity measurements) was performed using
Image J software.
3. Results
3.1. Chitosan, TPP and siRNA form nanoparticles
Chitosan nanoparticles formed spontaneously due to the elec-
trostatic interactions between the highly positively charged amino
groups of chitosan and the negatively charged phosphate groups of
siRNA, and/or phosphate groups of the TPP molecules (Fig. 1A).
Chitosan-TPP nanoparticles with or without siRNA were similar
in size (approximately 200 nm, as measured by photon correlation
spectroscopy, Table 1). Their polydispersity indices were compara-
ble ("0.500). Chitosan-TPP-siRNA nanoparticles displayed a posi-
tive surface charge (f-potential) in the range +32.7 ± 0.7 mV at
pH 4.5 and +22.8 ± 2.2 mV at pH 7.4. Additional analysis of nano-
particle size distribution was done using two different media, ace-
tate buffer at pH 4.5, and phosphate-buffered saline (PBS) at pH
7.4, using asymmetric flow field-flow fractionation (AF4/UV/
MALS). Fig. 1B shows a size distribution between 100 nm and
200 nm for nanoparticles analysed at pH 4.5. A broader, bimodal
size distribution of chitosan-TPP-siRNA particles was observed at
pH 7.4; one peak centered around 100 nm and another peak
around 500 nm. (Supplementary Fig. 1A). The elution peak ap-
peared in less than 10 min (Fig. 1B), indicating a large portion of
free siRNA and loading efficiency of about 50%. This result
was comparable to the data obtained from the measurements of
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absorbance at 260 nm. Free siRNA in the medium did not signifi-
cantly alter the size distribution of chitosan-TPP-siRNA nanoparti-
cles up to 4 days (Supplementary Fig. 1B). Toxicity of naked siRNA
(10–100 nM) was non-significant (Supplementary Fig. 1C).
3.2. Chitosan-TPP nanocarriers with scrambled siRNA show low
toxicity in different tumor cell lines
Chitosan and its derivatives are generally less toxic than other
cationic polymers in cell cultures. Here we investigated cytotoxic-
ity of chitosan-TPP nanocarrier with scrambled siRNA included.
Treatment of four different cell lines (U251N, HepG2, MCF-7 and
Jurkat cells) with the nanocarriers containing scrambled siRNA at
a concentration of 25 nM or 50 nM caused neither a decrease in
mitochondrial metabolic activity (Fig. 1. C) nor a significant reduc-
tion in cell number within 24 h (data not shown). However, chito-
san-TPP nanocarriers with scrambled siRNA at a concentration of
100 nM caused a significant decrease in U251N cell viability
(82 ± 0.8%, p < 0.05). These results suggest that chitosan-TPP nano-
carriers are only suitable as vehicles for siRNA within a limited
concentration range.
3.3. Chitosan-TPP-Hsp70 siRNA nanoparticles efficiently knock-down
inducible Hsp70 expression
qRT-PCR was used to measure the effect of Hsp70 siRNA
(50 nM) in chitosan-TPP nanoparticles on Hsp70 expression in Jur-
kat cells (Fig. 1D). Hsp70 mRNA concentration was decreased to
63% (± 3.1%) relative to the concentrations in untreated control
cells after 24 h of incubation. This decrease was comparable to that
obtained by transfection with commercially available lipid based
transfection reagent, HiPerFect (68 ± 12.1%). Thus, despite the
broad size distribution and relative instability of chitosan-TPP-siR-
NA nanoparticles at 7.4, their silencing of Hsp70 was significant.
A
C D
B
Fig. 1. Physical properties and biological effect of chitosan-TPP-siRNA nanoparticles. (A) Chemical structures and net charges of chitosan, TPP and siRNA molecules enable
spontaneous formation of nanoparticles based on ion–ion interaction. (B) In AF4/UV/MALS fractogram of chitosan-TPP-siRNA nanoparticles black line presents the UV–Vis
signal at 260 nm plotted vs the time of particles elution. Red line presents the Rayleigh ratio which is representative of the intensity of light scattering at 106! plotted vs time
of particles elution. The elution peak seen in less than 10 min indicates free siRNA. Black dots represent the radius of gyration of the chitosan-TPP-siRNA nanoparticles. (C) The
effect of chitosan-TPP-scrambled siRNA nanoparticles on cell viability in U251N, HepG2, MCF-7 and Jurkat was determined by MTT assay after 24 h of treatment. Data are
obtained from three independent experiments (n = 3 in each experiment) and are expressed as the mean (% of the mean in untreated control) ± standard error of the mean
(SEM). (D) qRT-PCR analysis was done after 24 h of treatment with chitosan-TPP-siRNA or HiPerFect with siRNA. Decrease in Hsp70 mRNA is shown relative to the expression
of GAPDH mRNA. Results are expressed as the mean (% of the mean in untreated control) ± SEM (n = 3; !p < 0.05, !!p < 0.01 vs untreated control).
Table 1
Particles size, polidispersity index and f-potential of chitosan nanoparticles.
Composition Size (nm) ± SD Polidispersity index f-Potential (mV) ± SD in pH 4.5 f-Potential (mV) ± SD in pH 7.4
Chitosan-TPP 219.1 ± 4.3 0.543 +32.7 ± 0.7 +20.8 ± 2.7
Chitosan-TPP-siRNA 197.8 ± 4.3 0.454 +33.71 ± 0.7 +22.8 ± 2.2
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In addition to the evidence for the lack of toxicity of chitosan-
TPP nanocarriers we wanted to establish that the silencing of
Hsp70 by chitosan-TPP-siRNA nanoparticles was not due to the
carrier component itself. We therefore measured the expression
of Hsp70 in Jurkat cells exposed to chitosan-TPP or to scrambled
siRNA, and found no significant change in Hsp70 levels, both the
gene and the protein, after 24 or 48 h (Supplementary Fig. 2). We
conclude that a decrease in the expression of Hsp70 mRNA is spe-
cific to chitosan-TPP-Hsp70 siRNA treatment because neither the
carrier alone nor scrambled siRNA were able to silence the gene.
3.4. Chitosan-TPP-Hsp70 siRNA nanoparticles induce cell death
Induction of cell death was studied in U251N or Jurkat cells fol-
lowing Hsp70 silencing with Hsp70 siRNA (50 nM) in chitosan-TPP
nanocarriers. A repeated treatment (every 24 h) with chitosan-TPP-
Hsp70 siRNA lead to a significant decrease (50 ± 0.22%, p < 0.001) in
U251N cell viability after 2 days (Fig. 2A) compared to treatment
with scrambled siRNA in chitosan-TPP nanoparticles, chitosan-
TPP nanoparticles alone or untreated control. Similarly, a significant
decrease in Jurkat cell viability was observed after 3 days
(70 ± 4.5%, p < 0.001) compared to treatment with scrambled siRNA
in chitosan-TPP nanoparticles, chitosan-TPP nanoparticles alone or
untreated control (Fig. 2B). Treatment with chitosan-TPP-scram-
bled siRNA nanoparticles lead to minor but significant decrease in
viability of U251N cells after 2 days (81 ± 0.4%, p < 0.05), implicat-
ing sensitivity of this cell line to the repeated (after 48 h) but not
single (after 24 h) treatment with chitosan-TPP nanocarriers. The
marked reduction in cell viability implicated inducible Hsp70
involvement in the sustaining of signalling pathways contributing
to the cell proliferation in these two tumor cell lines.
3.5. Hsp70 siRNA enhances tumor cell death caused by celastrol
Celastrol (Fig. 3A) was previously shown to cause reduction in
cell viability in glioma and leukemia cells, (Ge et al., 2010; Peng
et al., 2010). We observed a concentration dependent reduction
in both mitochondrial metabolic activity and cell number in hu-
man glioblastoma (U251N) and in leukemia cells (Jurkat) after
24 h exposure to celastrol (Fig. 3B). Since celastrol (P1 lM)
increased the expression of inducible Hsp70 in human cervical car-
cinoma cells (HeLa) and in human neuroblastoma cells (SH-SY5Y)
as implied by (Westerheide et al., 2004), we hypothesized that
the combination of Hsp70 silencing by siRNA and treatment with
celastrol would lead to either an additive or a synergistic cell
death. We found a significant reduction in cell viability of U251N
when celastrol (1 lM) treatment was combined with chitosan-
TPP-Hsp70 siRNA based inducible Hsp70 silencing (73 ± 9.8%,
p < 0.05, Fig. 4A) for 24 h. Celastrol treatment alone, celastrol
combined with chitosan-TPP or celastrol combined with scrambled
siRNA in chitosan-TPP nanoparticles did not cause any significant
U251N cell death. A combination therapy (chitosan-TPP-Hsp70
siRNA and celastrol), however, dramatically decreased Jurkat cell
viability after 24 h (21 ± 2.2%, p < 0.001) (Fig. 4B). This decrease
in Jurkat cell viability was significantly different from that caused
by celastrol treatment alone (72 ± 9.9%), by celastrol treatment
combined with scrambled siRNA in chitosan-TPP nanoparticles
(50 ± 7.8%) or by celastrol treatment combined with chitosan-TPP
(74 ± 12.2%) suggesting an enhancment of celastrol’s cell death
promoting activity with this combined intervention.
A
B
Fig. 2. Induction of cell death following Hsp70 silencing. Hsp70 silencing with
Hsp70 siRNA (50 nM) incorporated in chitosan-TPP nanoparticles caused a signif-
icant reduction in cell viability after 2 days in U251N (A) or 3 days in Jurkat cells (B).
Cell viability was determined using trypan blue exclusion assay. Mean values
(±SEM) are expressed as a percentage (%) of change from the untreated controls
(n = 3; !!!p < 0.001).
A B
Fig. 3. Celastrol decreases the viability of tumor cells. Celastrol (A) causes concentration dependent reduction in mitochondrial metabolic activity in U251N and Jurkat cells
(B) after 24 h. Mean values (±SEM) expressed as a percentage (%) of change from the untreated controls are shown.
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3.6. Responsiveness of U251N spheroids to combination therapy is
limited
Accessibility of cytotoxic agents into tumor spheroids may be
limited by hypoxia and poor vascularisation within the necrotic
cores (Mehta et al., 2012). Since protein expression and growth
patterns present in tumor spheroids resemble those of the solid tu-
mors in vivo (Onozuka et al., 2011), we opted to test the effective-
ness of combination therapy (chitosan-TPP-Hsp70 siRNA and
celastrol) in U251N spheroids. Fig. 5A shows the results from fluo-
rescent microscopy and phase contrast imaging of U251N spher-
oids subjected to treatments with chitosan-TPP nanoparticles
and/or celastrol. U251N spheroid size was approximately 400 lm
in diameter after 4 days. Following celastrol treatment (P2.5 lM,
48 h) cell viability within U251N spheroids was reduced inside
the core (40%). Additionally, dead cells dissociated (indicated by ar-
rows) from the outer proliferation zone, and this resulted with a
decreased U251N spheroid sizes. U251N spheroids, however,
A B
Fig. 4. Inducible Hsp70 siRNA enhances tumor cell death caused by celastrol. Hsp70 silencing with Hsp70 siRNA (50 nM) in chitosan-TPP nanoparticles significantly
potentiates cell death caused by celastrol (1 lM) after 24 h. Cell viability was determined in U251N (A) and Jurkat (B) cells by cell counting after labelling nuclei with Hoechst
33342. Mean values (±SEM) are expressed as a percentage (%) of change from the untreated controls (n = 3; !p < 0.05, !!p < 0.01).
A B
C
Fig. 5. Hsp70 silencing by chitosan-TPP-Hsp70 siRNA nanoparticles accompanied with celastrol treatment in U251N spheroids. In (A) representative images of U251N
spheroids treated with celastrol (2.5 lM) alone, chitosan-TPP (CS-TPP) nanocarriers or simultaneously treated with celastrol and chitosan-TPP nanocarierrs without or with
siRNA (scrambled or Hsp70, 50 nM) are shown. Scale bar presents 200 lm. Arrows indicate dead cells detachment upon celastrol treatment. The ordinates in panel B and C
show the ratio between the values for fluorescence intensities of PI vs Hoechst 33342 (R). Mean values (±SEM) are expressed as fold increase in the PI to Hoechst 33342 ratio
vs ratio in the untreated controls (n = 12; !p < 0.05, !!p < 0.01 compared to untreated controls; #p < 0.05, ##p < 0.01 compared to treatment with 2.5 lM celastrol alone).
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remained intact following combination treatment with celastrol
and chitosan-TPP or with celastrol and chitosan-TPP-siRNA
(scrambled or Hsp70, 50 nM). Chitosan-TPP nanocarriers possibly
strengthened cell to cell contact thereby preventing penetration
of celastrol and thus its activity. Fukuda et al. (2006) showed that
cellular attachment properties changed from repulsive to adhesive
in the presence of chitosan when tumor spheroids were cultured
on photocrosslinkable chitosan hydrogels. It is conceivable that
chitosans’ adhesive properties played a role in the experiments de-
scribed here.
To assess the cell death, U251N spheroids were labeled with PI
and the total number of nuclei was determined by labelling with
Hoechst 33342 fluorescent dye. The ratio (R) between the PI and
Hoechst 33342 fluorescence intensities (Fig. 5B), set as 1 in un-
treated control, was significantly increased (R = 4.4 ± 0.5, p < 0.05)
with celastrol treatment (2.5 lM), compared to untreated control.
Compared to celastrol treatment, with combination treatment of
Hsp70 siRNA (50 nM) in chitosan-TPP nanocarriers and celastrol,
PI to Hoechst ratio was significantly decreased (R = 2.8 ± 0.5,
p < 0.05). Celastrol treatments at concentrations 61 lM were inef-
fective in decreasing the viability of U251N spheroids. The addition
of Hsp70 siRNA at a concentration of 50 nM in chitosan-TPP nano-
particles did not produce enhanced effect for celastrol in spheroids
as observed in monolayers, suggesting an inadequate access of
therapeutic agents into the core of these 3D cell cultures. These re-
sults suggest that to induce cell death in U251N spheroids higher
concentrations of celastrol and siRNA in chitosan-TPP nanocarriers
are necessary than those in U251N monolayers. A viability of
U251N spheroids was significantly reduced with combined treat-
ment of celastrol (2.5 lM) and Hsp70 siRNA of a higher concentra-
tion (200 nM) in chitosan-TPP nanocarriers after 48 h (R = 6.9 ± 0.6,
p < 0.05). Chitosan-TPP-siRNA nanoparticles themselves were also
toxic at this dose (R = 3.6 ± 1.1, Fig. 5B) although to the smaller ex-
tent. Treatments with celastrol (2.5 lM) and Hsp70 siRNA (50 nM)
using lipid based reagent, Lipofectamine 2000 (Invitrogen), also
significantly decreased the viability of U251N spheroids
(R = 14 ± 1.7, p < 0.05, Fig. 5C) after 48 h. Although both nanocarri-
ers induced cell death by themselves, chitosan-TPP nanocarriers
were significantly less cytotoxic (R = 3.6 ± 1.1 in chitosan-TPP
treatments, R = 9.4 ± 1.7 in Lipofectamine 2000 treatments,
p < 0.01, Supplementary Fig. 3).
4. Discussion
Exploiting RNA interference to induce gene silencing has enor-
mous clinical potential for treatment of number of diseases, includ-
ing cancer (Leung and Whittaker, 2005). In general, RNA
interference technology is moving toward the use of non-harmful
delivery systems such as exosomes, which are endogenously pres-
ent in the organism (El Andaloussi et al., 2012; van den Boorn et al.,
2011). However, polymer based nanoparticles have shown to be
suitable for the delivery of siRNA and have become an exciting field
of siRNA delivery research (Zhang et al., 2007). Because of the
adhesive properties of chitosan, which facilitate its nonparenteral
pulmonary, nasal and oral administration a variety of chitosan
nanocarriers have been utilized for the delivery of macromolecules
(Csaba et al., 2009; Krauland and Alonso, 2007) and siRNA
(Holzerny et al., 2012; Jørgensen et al., 2012). Chitosan modifica-
tions have been introduced to increase the efficiency of siRNA
intracellular delivery and to reduce toxicity. For example, nonaarg-
inine-modified chitosan (Park et al., 2013), folate-chitosan
(Fernandes et al., 2012) and gold nanoparticles-coupled chitosan
(Han et al., 2012) were used. In particular, chitosan nanocarriers
coupled with TPP have been found to have an excellent transfec-
tion efficacy upon in vitro administration (Csaba et al., 2009; Katas
and Alpar, 2006; Malmo et al., 2012). The ionotropic gelation be-
tween chitosan and oppositely charged polyanions such as TPP
has attracted great attention due to the simplicity and mildness
of the process. We too did not find significant reduction in cell via-
bility in different tumor cell lines when these were treated with
chitosan-TPP nanocarriers. The principal outcome of the present
study, however, is the demonstration that chitosan-TPP nanocarri-
ers, which have low toxicity, can be used with advantage as a deliv-
ery system for siRNA in vitro, in this instance bringing about a
silencing of inducible Hsp70 in tumor cells.
Hsp70 acts as a molecular chaperone in the cells by helping the
refolding of misfolded proteins and assisting in their elimination,
thereby exibiting its cytoprotective mechanisms However, it is
desirable that in tumor cells this protection is not active (Sreedhar
and Csermely, 2004). Our studies show that downregulation of
Hsp70 in human glioblastoma cells (U251N) and in human leuke-
mia cells (Jurkat) deprives the cells of Hsp70’ cytoprotective func-
tion, causing deactivation of proliferative signalling pathways and
activation of cell death. Previously, it has been shown that specific
suppression of Hsp70 with RNA interference can efficiently inhibit
the growth of tumor cells in vitro and in vivo (Xiang et al., 2008).
However, to our knowledge, chitosan-TPP based delivery systems
have not been used before for Hsp70 inhibition in human glioblas-
toma and in human leukemia cells.
In this study we confirmed the anti-proliferative effects
of celastrol in tumor cells already reported (Huang et al., 2008;
Lu et al., 2010). Inhibition of cell proliferation is sufficient to
prevent the growth of certain tumor cell types, while in other
the combination of drugs that oppose cell proliferation with drugs
or factors that interfere with anti-apoptotic mechanisms is neces-
sary in order to stop tumor growth. A lot of effort has gone into
identifying the molecular pathways involved in apoptosis in tumor
cells and into making the tumor cells more susceptible to therapy-
induced apoptosis. However, interventions are complicated by the
building up of resistance mechanisms towards therapeutic agents
to a threshold that limits therapeutic efficacy. Inducible Hsp70
expression is considered to be one of these resistance mechanisms,
and we studied, therefore, if combining celastrol treatment with
inducible Hsp70 siRNA would provide a novel antitumor therapy.
As an inhibitor of Hsp90, celastrol has been extensively studied,
because inhibition of this single protein can cause degradation of
multiple oncoproteins (Whitesell and Lindquist, 2005). It is well
established that Hsp70 expression is increased following treatment
with celastrol in human tumor cell lines (Gabai et al., 2005). It
seems clear, therefore, that the activation of prosurvival chaperons
like Hsp70 is involved in resistance to drugs based on Hsp90 inhi-
bition and consequently many studies have been exploring the
synergism between Hsp70 and Hsp90 inhibitor molecules. In cell
culture the combination of 17-allylamino-17-demethoxygeldan-
mycin (17-AAG) and cisplatin has shown great promise, cisplatin
coincidentally strongly suppressing the activation of Hsf-1 (a tran-
scriptional activator of heat shock genes) by 17-AAG (McCollum
et al., 2008). These two agents act synergistically, leading to an in-
creased apoptosis as compared to the use of each agent alone. An-
other small molecule inhibitor, benzylidene lactam compound
KNK437 combined with 17-AAG attenuated the 17-AAG-mediated
induction of Hsp70 and increased the levels of 17-AAG-induced
apoptosis in human AML HL-60 cells (Guo et al., 2005). Findings
from these studies provided a proof of concept for the simulta-
neous targeting of Hsp70 and Hsp90. In the current study we pro-
posed a new approach to antitumor therapy, in this instance based
on Hsp70 inhibition with Hsp70 siRNA (in nanocarriers) combined
with Hsp90 inhibitor, celastrol (without nanocarrier).
We used the RNAi approach to investigate the effects of specif-
ically silencing the expression of Hsp70 induced by celastrol in two
cancer cell lines. The results demonstrate that Hsp70 silencing has
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significant effect on the anti-proliferative function of celastrol in
both tumor cell lines. Accordingly, we proposed a combination of
Hsp90 and Hsp70 inhibitors as a potential antitumor therapy
(Fig. 6). As mentioned earlier, an important consequence of celas-
trol treatment is the induction of heat shock protein 70 gene
expression by activation of Hsf1 (Westerheide et al., 2004). Its acti-
vation occurs by phosphorylation; this is followed by its transloca-
tion to the nucleus and binding to heat shock elements (HSE),
promoters of the heat shock genes. The result is an increased tran-
scription of Hsp70 mRNA and its sequential translation into Hsp70.
The objective here was to achieve an inhibition of Hsp70 expres-
sion by Hsp70 siRNA simultaneously delivered into the cell with
celastrol. If the expression of Hsp70 is diminished in cancer cells,
its protective function is also removed, and those cells become
more sensitive to celastrol. The result is a greater level of cell death
than would have been caused by celastrol treatment alone. These
findings also suggest that the effectiveness of other Hsp90 inhibi-
tors could be increased if an equivalent sequence of events was
initiated.
In this study we explored the effectiveness of a proposed com-
bination antitumor therapy in U251N spheroids. Tumor spheroids
have been used for screening of several anticancer agents and
their preparation and properties have been previously discussed
(Friedrich et al., 2009; Hirschhaeuser et al., 2010; Ivascu and Kub-
bies, 2006; Khaitan et al., 2006; Mehta et al., 2012). Nowadays it
is considered a prerequisite to study the effectiveness of any pro-
posed antitumor therapeutic in 3D tumor models after carrying
out the study in 2D tumor models (cells grown in monolayers)
and before conducting in vivo study. Here we show that the adhe-
sive properties of chitosan, in tissue engineering usually consid-
ered a positive property (Kim et al., 2008), in tumor spheroids
enhanced cell to cell contacts as proliferation progressed. Tumor
cells detached from the spheroid when celastrol treatment was
applied alone, but cell to cell interactions were preserved in
combination therapy treatment decreasing the anti-proliferative
effect of celastrol. We propose that chitosan molecules from chito-
san-TPP-Hsp70 siRNA nanoparticles preserve cell to cell interac-
tions in the proliferation zone, consequently reducing gene
silencing activity of the Hsp70 siRNA. These speculations are in
accordance with the work of Yeh et al. (2012), who were able to
generate stem cell spheroids on chitosan membranes. That group
exploited chitosan membranes as a calcium reservoir and showed
that the expression of N-cadherins, molecules involved in cell–cell
interaction and adhesion in spheroids, was dependent on avail-
able calcium from these membranes. Chitosan and chitosan deriv-
atives have been widely used as dressing materials for wound
healing (Jayakumar et al., 2011). The same principle applies to
the application of chitosan to a wound site, which leads to coating
of the wound by extracellular matrix proteins (ECM), which them-
selves mediate subsequent cellular interactions, cell adhesion, and
cell aggregation (Lord et al., 2011). It seems likely, therefore, that
chitosan also modulates cell adhesion in U251N spheroids by acti-
vating comparable cellular events. It would seem that chitosan
based nanocarriers are likely to consolidate cell to cell interaction
of solid tumors in vivo. If so, chitosan-TPP nanocarriers would not
only prove themselves to be inefficient in their siRNA delivery
function, but would also be responsible for maintaining tumor
activity in vivo. Chitosan is an interesting material but it requires
significant chemical modifications for realistic clinical applica-
tions. In our studies only one modification was introduced, but
further modifications will be necessary to make this attractive
biomaterial suitable for eventual siRNA delivery in humans. So
far the most promising carrier for siRNA was shown to be PEG
coated cyclodextrin-based polymer, currently in clinical trials for
treatment of solid tumors (Davis et al., 2010). Possible clinical
applications of chitosan nanocarriers on the other hand were sug-
gested for nerve repair after spinal cord injury (Mittnacht et al.,
2010).
Fig. 6. Cellular events that occur following uptake of the chitosan-TPP-Hsp70 siRNA nanoparticles and celastrol into the tumor cell. Following endocytic uptake of chitosan-
TPP-Hsp70 siRNA nanoparticles, chitosan and siRNA are relased in the cytoplasm of the cell where siRNA can be taken up by RNA-induced silencing complex (RISC) with its
catalytic component Argonaute protein (Ago). After entering the cell by diffusion celastrol causes hyperphosphorylation of the heat shock factor 1 (HSF1) and its activation
and translocation into the nucleus. This results in increased transcription of Hsp70 mRNA and sequential release of Hsp70 mRNA into the cytoplasm. Hsp70 mRNA is
immediately degraded through complementary pairing with Hsp70 siRNA in RISC. Tumor cell is thereby depleted of Hsp70, and its protective function, and cellular sensitivity
to cell death induced by celastrol is increased.
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In conclusion, although chitosan based nanomedicines show
great biocompatibility, low toxicity, satisfactory siRNA encapsula-
tion and delivery efficiency in nonparenteral application routes,
more research into the adhesive properties of chitosan needs to
be done before these delivery systems for siRNA and drug delivery
in vivo can be fully exploited.
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application of Tradescantia flower stamen hair and micronucleus
tests for the estimation of the following salts of heavy metals
mutagenicity CrCl3, Pb (NO3)2, ZnSO4, NiCl2, CuCl2 and
chrome oxide. Identified the frequency of induction of somatic
recessive mutation and micronucleus under the influence of salts
of heavy metals solution CrCl3, Pb (NO3)2, ZnSO4, NiCl2, CuCl2
and chrome oxide with the application Tradescantia stamen hair
(Trad-SHM) mutation assay and the Tradescantia micronucleus
(Trad-MCN) assay. The ions of the same metals which have the
different valence are different by their mutagenic activity. Besides
the mentioned mutations with the strengthening of heavy metals
salts there are also another types of deviations: branching stamen
hair, development of dwarf stamen hair, accretion of stamen hair,
development of denuded stamen hair and another without pullen,
the change of number of stamen, petal and sepals in flower. It is
shown that the ions of investigated heavy metals are genotoxic.
They induce somatic point mutations and clastogen effects in
saprogenic cells of Tradescantia.
P4–88
Effects of inducible Hsp70 on staurosporine
induced apoptosis
M. Matokanovic1, R. Novak2 and K. Barisic1
1Department of Medical Biochemistry and Haematology, Univer-
sity of Zagreb – Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Zagreb,
CROATIA, 2Department of Biochemistry and Molecular Biology,
University of Zagreb – Faculty of Pharmacy and Biochemistry,
Zagreb, CROATIA
Apoptosis, the process of programmed cell death, is characterized
by a sequence of precisely regulated events that culminate in the
self destruction of a cell. Expression of heat shock proteins (Hsp)
is known to correlate with increased resistance to apoptosis
induced by a range of diverse cytotoxic agents and has been
implicated in chemotherapeutic resistance of tumors and carcino-
genesis. Staurosporine, often used for apoptosis induction, is an
alkaloid with ability to inhibit protein kinases through the pre-
vention of ATP binding. Hsp70 is one of the major heat shock
inducible proteins of the Hsp family. Jurkat cells (acute T cell
leukemia), if exposed to heat stress (30 min, 44!C),express higher
concentration of inducible Hsp70 (9–12.5 times elevation com-
pared to the control cells), depending on the time left for the
recovery in custom cell culture conditions. Induction of apoptosis
with staurosporine was assessed at morphological level, by Flow
Cytometry analysis, and at the level of terminal event of cell
death, DNA fragmentation, by immune detection of single- and
double-stranded DNA breaks. It is shown that increased concen-
tration of inducible Hsp70 shifts the percentage of live cells from
37 to 55% (1, 5·), predicting the role of inducible Hsp70 in pro-
tection against staurosporine induced apoptosis with involvement
of 36%.
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Morphological and functional mitochondrial
changes upon in vitro cardiomyogenesis
M. Comelli, L. Tomasetig and I. Mavelli
Biomedical Sciences and Technoogies, University of Udine, Udine,
ITALY
As the energy demand of a cell can change dramatically during
development and differentiation, the mitochondrial content and
function can be adjusted to suit the current state of the cell by a
well-orchestrated regulation of both nuclear and mitochondrial
genome. We used a rat cardiomyoblast cell line (H9c2) to investi-
gate mitochondrial biogenesis at morphological and biochemical
level in relation with the cardiomyocyte-like differentiation pro-
cess, consistent with the high energy requirement of the heart
cells, Differentiation was induced in H9c2 (all-trans-retinoic acid
and serum deprivation) and monitored with time by reduction of
cell proliferation and expression of specific markers (troponin 1,
myosin heavy chain, alfa-sarcomeric actin). The mitochondrial
mass increased during differentiation, as documented by confocal
microscopy and cytofluorimetry (mitochondrial probes, immu-
nolabelling for cytochrome c and beta subunit of F0F1ATP syn-
thase) as well as by western blotting analyses (cytochrome c and
beta subunit). The mitochondrial morphology, analysed by con-
focal high magnification techniques, showed an increase in per-
centage of cells exhibiting a reticular network organization in
H9c2 induced to differentiation (50% vs. 19%), conversely a
fragmented morphology well characterised the parental cardio-
myoblasts. We further evaluated functional changes, by compar-
ing mitochondrial respiration and F0F1ATP synthase activity in
mitochondria isolated from parental and differentiating cardio-
myoblats. Mitochondria from differentiating cells showed a
higher basal respiration and an improved mitochondrial cou-
pling, measured as ratio between ADP-dependent and oligomy-
cin-sensitive respiration. This suggests a better bioenergetic
efficiency upon cardiomyogenesis, also confirmed by a higher
mitochondrial transmembrane potential (JC-1 green and red fluo-
rescence flow cytometry analyses). A significant increase of ATP
synthesis capacity was also observed in mitochondria from differ-
entiating cells with respect to those from control cells. This is in
line with the increased expression of beta-subunit and suggests
that the F0F1ATP synthase biogenesis and functionality are
improved by in vitro cardiomyogenesis. Together these results
suggest that mitochondrial number, morphology and function are
up-regulated during cardiomyocyte-like differentiation, in accor-
dance with the higher energy demand of cardiomyocytes.
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Novel RNAse activities of proteasome alpha-
type subunits are found to be affected by
apoptosis induction
T. Moiseeva, O. Fedorova, A. Mittenberg and N. Barlev
Institute of Cytology Russian Academy of Science, Structural
organisation of genome, Saint-Petersburg, RUSSIA
Proteasome is a multisubunit protein complex that is essential in
most cell protein degradation. Lately some new roles of protea-
somes have been discovered – the participation in transcription
regulation and the ability to degrade RNA. The ability of protea-
somes to cleave RNA was found to be specific and targeting
mostly AU-reach regions. Then two proteasome subunits of
alpha-type possessing RNAse activity were identified – alpha5
and alpha1. In order to identify all alpha-type proteasome subun-
its, that might be able to degrade RNA, we have performed the
2D-electrophoresis of proteasomes, extracted from nuclei and
cytoplasm of K562 cells. Then the spots, corresponding to alpha-
type proteasome subunits, were cut out of the gels, the proteins
were extracted and tested for their ability to cleave the radioac-
tive-labeled RNA-substrate – p53 mRNA, synthesized in vitro.
The reaction was performed using three types of conditions in
each case – in the absence of bivalent cations and in the presence
of Ca2+ or Mg2+. 5 alpha-type proteasome subunits from cyto-
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skeletal modifications that regulate processes such as cell differen-
tiation, migration and apoptosis. Mechanical properties of ECMs
play an important role in determining cells behavior during these
processes. In the bone marrow, ECMs concur to the generation
of cues that are important for hemopoietic stem cells maturation
and differentiation. Sites around the endosteal bone and vascular
districts have been proposed as critical niches for stem cell differ-
entiation into megakaryocytes (Mks).
In this scenario, fibrillar type I collagen seems to be a key regula-
tor of platelet release, as in vitro adhesion of Mks to this protein
inhibits platelet release through the generation of a bulk cell con-
traction mediated by mechano-sensitive proteins, such as fibro-
nectin, Rho-GTPase and myosin, that lead to cell spreading
overtime.
In this work we have used a chemical modified collagen that
completely override in vitro collagen ligand pathways in directing
Mks response in term of cell spreading, migration, platelet release
and fibronectin assembly. This different behavior seems to be
related to the different nano-mechanical properties of modified
collagen with respect to native protein. In particular, N-acetyla-
tion of lysine side chains of collagen blocks the formation of
banded fibrils and self-aggregation leading to differences in the in
vitro sopramolecular organization. Atomic force microscopy
analysis of Mks interaction with collagens clearly demonstrated
that absence of fibrils, despite similar integrin engagement, and
different mechanical properties of these proteins, regulate Mks
behaviour and fate. New insights into signaling pathways and in
mechano-sensing systems of cells need to be addressed but nano-
scale mechanical properties of ECMs seem to have an important
role in regulating megakaryocyte behavior in vitro and probably
in vivo.
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EDEM1 interacts with misfolded tyrosinase
mutants in a glycan independent manner
M. Marin1, S. Ghenea1, G. Chiritoiu1, L. Spiridon2,
A.-J. Petrescu2 and S. M. Petrescu1
1Molecular Cell Biology Department, Institute of Biochemistry,
Bucharest, Romania, 2Bioinformatics and Structural Biochemistry
Department, Institute of Biochemistry, Bucharest, Romania
Non-native and immature proteins are retained in the endoplas-
mic reticulum (ER) by the quality control machinery and
degraded by ERAD (ER-associated protein degradation). EDEM
(ER degradation-enhancing a-mannosidase like protein) proteins
are ERAD components, in the proximity of the export channel,
presumed to guide the disposal of misfolded glycoproteins from
the ER. EDEM1 was shown to interact with terminally misfolded
proteins from the ER, possibly targeting them for retrotransloca-
tion and proteasomal degradation. It has been postulated that
the other two EDEM proteins are also involved in protein target-
ing to degradation, but the mechanism for all three proteins it
not yet clear.
Our aim is to understand the molecular mechanism that discrimi-
nates between native and malfolded proteins, investigate the asso-
ciation of the ERAD substrates with EDEM proteins and
establish their role in this pathway.
In order to determine the interaction of EDEM1 with misfolded
proteins we used as model ERAD substrate human tyrosinase
mutants. We obtained several glycosylation tyosinase mutants
and few EDEM1 mutants in order to determine if the interaction
between the two proteins is lectin type or not.
Experimental data showed that EDEM1 interacts with both
folded and misfolded ERAD substrates, in native and also dena-
turant conditions, showed by pulse-chase and immunoprecipita-
tion methods and it is also an interaction partner for SEL1L, a
component of the retrotranslocon in eukaryotes.
YSF.69
Novel derivatives of cationic lipids for delivery
of DNA and RNA into dendritic cells
O. V. Markov1, M. A. Maslov2, N. L. Mironova1,
G. A. Serebrennikova2, V. V. Vlassov 1 and M. A. Zenkova1
1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine SB
RAS, Novosibirsk, Russia, 2Lomonosov Moscow State Academy of
Fine Chemical Technology, Moscow, Russia
Triggering of antitumor immune response by ex vivo generated
dendritic cells (DC) pulsed with tumor-associated antigens (TAA)
is the perspective approach to enhance the efficiency of antican-
cer therapy. One of the main impediments in this therapy is poor
uptake of nucleic acids encoding TAA by DC.
We studied the ability of liposome built of a novel cholesterol
based cationic lipids and lipid-helper DOPE (dioleoylphosphati-
dylethanolamine) to deliver DNA (plasmid pEGFP encoding
enhanced green fluorescent protein) and RNA (total RNA iso-
lated from BHK-IR780 cells expressing endogenously EGFP)
into murine immature DC and their bone marrow progenitors.
Cationic lipids contain one (X2, S1, S2 and S3) or two (2X3)
cholesterol residues or long-chain hydrocarbon substituent (2D3)
linked with spermidine. DC progenitors were obtained by density
gradient centrifugation. Immature DCs were isolated by immuno-
adsorption of CD34+ DC progenitors from bone marrow
homogenate followed by cell culturing in the presence of GM-
CSF and IL-4 for 6 days.
Data show that lipids 2X3 and S2 display high efficiency in the
cellular delivery of plasmid DNA: 23% of DC progenitors and
15% of immature DC were transfected pEGFP with fluorescence
intensities 4.5–13 and 5–5.2 RFU (relative fluorescent units),
respectively. Lipids 2X3, 2D3 and X2 were the most effective in
the delivery of total RNA: 13–15% of cells were transfected and
fluorescence intensity was 1.4–4.9 RFU. The studied lipids exhib-
ited much higher efficiency of DNA and RNA delivery as com-
pared to Lipofectamine. The obtained data show that the novel
cholesterol based cationic liposome can be applied for efficient
transfection of DC with nucleic acids (DNA or RNA) encoding
TAA thus enhancing their immunogenicity.
This work was supported by RAS programs ‘‘Molecular and cel-
lular biology’’ (No. 22-1), ‘‘Fundamental sciences to medicine’’
(No. 21-19), Interdisciplinary grant of SB RAS (No. 15) and Sci-
entific School – 7101.2010.4.
YSF.70
Chitosan-TPP/siRNA mediated Hsp70
knockdown: potential cancer therapeutic
M. Matokanovic, K. Barisˇic, A. Hafner and J. Filipovic-Grcic
Department of Medical Biochemistry and Hematology, Faculty of
Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, Zagreb,
Croatia,Department of Pharmaceutical Technology, Faculty of
Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, Zagreb,
Croatia
Apoptosis resistance of tumor cells is associated with increased
expression of heat shock proteins (Hsp). RNA interference nano-
technology can be used for Hsp gene silencing, in order to
accomplish greater sensitivity of tumor cells against chemothera-
peutics, which are based on apoptosis promotion.
Solution of chitosan, in the form of glutamate salt (<200 kDa),
in acetate buffer (pH 4.5), pentasodium tripolyphosphate (TPP)
aqueous solution and siRNA (targeted against Hsp70) aqueous
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solution were used for chitosan-TPP and chitosan-TPP-siRNA
nanoparticles (NPs) preparation. RPMI medium supplemented
with 2 mM L-Glutamine, 1% Antibiotic-Antimycotic solution,
with or without 10% foetal bovine serum (FBS), was used for
Jurkat cell line growth and treatment with NPs.
Mean particle size of NPs obtained was 194.95 ± 24.05 nm for
chitosan-TPP NPs and 197.8 ± 3.9 nm for chitosan-TPP-siRNA
NPs. Greater size of chitosan-TPP NPs was observed when NPs
were incubated in serum free medium (from 240.9 to 852.0 nm)
contrary to the size of chitosan-TPP-siRNA NPs which showed
no significant change (214.8 ± 4.3 nm). Surface charge for all
NPs obtained was approximately +30 mV, but decreased to
approximately +20 mV when NPs were incubated in the serum
free RPMI medium. The changes in size and surface charge were
ascribed to the change in pH from 4.5 (acetate buffer) to 6.5
(growth medium when mixed with NPs). Chitosan-TPP-siRNA
NPs loading efficiency was measured to be approximately 75–
85%. Binding of siRNA with chitosan determined by agarose gel
electrophoresis, showed retarded movement of siRNA loaded
into NPs compared to naked siRNA. Viability of Jurkat cells
decreased to approximately 80% after 24 hour of incubation with
chitosan-TPP-siRNA NPs in serum free medium. Only approxi-
mately 40% (p < 0.01) of the amount of Hsp70 gene transcript
was detected with real-time PCR analysis after this treatment
(final concentration of siRNA was 50 nM). This work demon-
strates the efficiency of chitosan-TPP-siRNA NPs as a gene
silencing tool.
YSF.71
RNase II-family of enzymes plays a key role in
the mechanism of RNA degradation
R. G. Matos, A. Barbas, F. P. Reis and C. M. Arraiano
Instituto de Tecnologia Quı´mica e Biolo´gica/Universidade Nova de
Lisboa
RNase II is the prototype of the RNase II superfamily of exori-
bonucleases. Enzymes from this family are ubiquitous and play
an important role in RNA metabolism. They are involved in vir-
ulence, growth and viability, mitotic control and chloroplast bio-
genesis. In order to better understand the mechanism of action of
these proteins, we performed a structural and biochemical study,
and characterized the role of several highly conserved residues in
the RNA degradation process. The results showed that the resi-
dues in the active site of the protein have different roles in cataly-
sis. We also discovered the residue responsible for setting the
final end-product, which was also important for RNA binding.
Moreover, we explained why RNase II is not able to degrade
DNA, although it is able to bind to it. Interestingly, we have
constructed a protein with is 110 times more active when com-
pared to the wild type, which may have a great biotechnology
potential. RNase II is constituted by four domains and this orga-
nization is similar for all the other proteins from this family. We
also studied the role of these domains in both members of RNase
II-family in E. coli: RNase II and RNase R. The two N-terminal
and the C-terminal domains are involved in RNA binding and
the central RNB domain is responsible for catalysis. Moreover,
RNB and S1 domains from RNase R seemed to act together to
degrade structured RNAs. In eukaryotes, the RNase II homo-
logue, Rrp44 (Dis3) protein is 1 of the 9 subunits that constitute
the exosome, a complex of ribonucleases crucial for the mainte-
nance of the correct levels of RNAs in the cell. Rrp44 was shown
to be the only catalytic subunit of the exosome. Also, in addition
to the exonucleolytic activity, Rrp44 also has an endonucleolytic
activity associated with its PIN domain. These results will have a
great impact for the comprehension of the mode of action of
other members of this family.
YSF.72
Effects of a1-adrenergic receptor (a1-ADR) or
glucocorticoid receptor (GR) blockade on
stress-induced disturbance of NO-cGMP
signaling in adult rat Leydig cells
A. I. Mihajlovic, N. J. Stojkov, M. M. Bjelic, M. M. Janjic,
T. S. Kostic and S. A. Andric
Reproductive Endocrinology and Signaling group, DBE Faculty of
Sciences University of Novi Sad, Serbia
Growing body of evidence identify nitric oxide (NO) as one of
the endogenous mediators elicited by stress exposure. Our previ-
ous results suggested the role of cGMP signaling in the adaptive
response of Leydig cells to stress-impaired steriodogenesis
through decreased PDE5 (cGMP-dependent phosphodiesterase)
level and increased expressions of PKG1 (protein kinase G1). In
this study, we tried to dissociate involvement of two hallmarks of
stress, adrenalin and glucocorticoids, in stress-induced distur-
bance of NO-cGMP signaling in Leydig cells. According to that,
groups of rats were treated with a1-adrenergic receptor (a1-
ADR) antagonist prazosine, or glucocroticoid receptor (GR)
antagonist RU486, or solvent, prior the acute (2 hour) or
repeated (2 or 10 days, 2 hours daily) immobilization stress
(IMO). In parallel, in the same experiments, groups of freely
moving rats were also treated with prazosine, or RU486, or sol-
vent for each drug. Purified Leydig cells from all groups were
used to follow the expression of NO-cGMP signaling pathway
elements as well as NO and cGMP secretion. Results showed
that only repeated IMO was accompanied with a decrease in lev-
els of eNOS and iNOS transcripts, followed by declined NO and
unchanged cGMP production. Blockade of a1-ADR or GR
receptors didn’t abolish stress-induced effects. In parallel, real
time PCR analysis revealed that again only repeated IMO low-
ered expression of all cGMP specific PDEs in Leydig cells. These
effects were persistent even with blockade of either a1-ADR/GR
receptors suggesting that Leydig cells PDEs system is trying to
preserve cGMP. In this signaling scenario, increased level of
PKG1 transcript was observed. The physiological significance of
the presented results was suggested by the NO/cGMP and andro-
gen productions, supporting the importance of NO-cGMP signal-
ing for synchronization of Leydig cell functions in adaptation on
stress.
This work was supported by the APV (2530) & Serbian Ministry
of Sciences (ON173057).
YSF.73
Studies of multidrug efflux pump activity in
Pseudomonas aeruginosa and Salmonella
enterica using ethidium and
tetraphenylphosphonium cations
V. Mikalayeva, S. Pangonyte¨ and R. Daugelavie`ius
Vytautas Magnus university,Kaunas, Lithuania
Multidrug resistance (MDR) efflux pumps is the main reason of
resistance to antibiotics in Pseudomonas aeruginosa and Salmo-
nella enterica cell. We used electrochemical and spectrofluorimet-
ric methods to assay the activity of MDR pumps. The entry into
the cells of DNA-intercalating dye, such as ethidium (Et),
increases its fluorescence because of the DNA binding. Interac-
tion of this dye with the cells can also be registered electrochemi-
cally using Et-selective electrode. We also present data on the
electrochemical assay of accumulation of tetraphenylphosphoni-
um (TPP+) ions in bacteria. Effects of RND-type MDR pump
inhibitor phenylalanyl-arginyl-b-naphtylamide and the outer
membrane permeabilizer EDTA on accumulation of indicator
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 Mirela Matokanović rođena je 15. srpnja 1982. godine u Bosanskoj Gradišci, Bosna i 
Hercegovina. Osnovnu i srednju školu pohađala je i završila u Bjelovaru. Studij molekularne 
biologije na Prirodoslovno-matematičkom fakultetu Sveučilišta u Zagrebu upisala je 2001. 
godine. Diplomirala je u prosincu 2006. godine. Od srpnja 2007. godine zaposlena je kao 
znanstvena novakinja – asistentica na Zavodu za medicinsku biokemiju i hematologiju 
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Poslijediplomski doktorski 
studij Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta upisala je 2007. godine. Dio 2011., 2012. i 2013. 
godine provela je na studijskom boravku pri Department of Pharmacology and Therapeutics, 
McGill University, Montreal, Kanada, u ukupnom trajanju od 13 mjeseci. Aktivno je 
sudjelovala i na brojnim domaćim i međunarodnim tečajevima i znanstvenim skupovima. 
Član je Hrvatskog društva za biokemiju i molekularnu biologiju te Hrvatskog društva za 
istraživanje raka. Koautor je tri znanstvena rada objavljena u časopisima zastupljenima u bazi 
Current Contents, 16 kongresnih priopćenja i jednog nastavnog teksta.  
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! Matokanović M, Barišić K (2009) RNA interference as a New Tool in Therapeutics. 
Food Technol Biotechnol. 47 (3): 229-235 
! Matokanović M, Rumora L, Popović-Grle S, Čepelak I, Čulić O, Barišić K (2012) 
Association of hsp70-2 (+ 1267A/G), hsp70-hom (+ 2437T/C), HMOX-1 (number of 
GT repeats) and TNF-alpha (+ 489G/A) polymorphisms with COPD in Croatian 
population. Clin Biochem  45(10-11): 59-63 
! Matokanović M, Barišić K,  Filipović-Grčić J, Maysinger D (2012) Hsp70 silencing 
with siRNA in nanocarriers enhances cancer cell death induced by the inhibitor of 
Hsp90. Eur J Pharm Sci. 10.1016/j.ejps.2013.04.001 
 
Kongresna priopćenja i sažeci u zbornicima skupova: 
! Sabolić I, Herak-Kramberger CM, Ljubojević M, Kušan M, Matokanović M, Balen 
D, Kušec V, Brown D. Gender differences exist in the expression of AQP1 along the 
rat nephron. The 4th International Conference on Aquaporins - Abstract Book  (2005) 
83-83 
! Matokanović M. RNA interference as a new tool in therapeutics. Book of abstracts of 
11th CEEPUS - Biomedicine Students' Council Summer University, Molecular 
diagnostics, Multidisciplinary approach (2008) 47-47  
   Životopis 
 
148 
! Matokanović M, Milovac R, Vukšić K, Rumora L, Barišić K. Hsp gene 
polymorphisms and COPD. Book of abstracts of the HDBMB2008, Congress of the 
Croatian Society of Biochemistry and Molecular Biology with international 
participation (2008) 105-105  
! Matokanović M. Heat shock proteins polymorphisms and COPD. Biochemia Medica 
19 (2), Abstracts of the 20th Symposium of the Croatian Society of Medical 
Biochemistry (2009) A10 
! Matokanović M, Novak R, Barišić K. Effects of inducible Hsp70 on staurosporine 
induced apoptosis. The FEBS Journal 276 (Supplement 1), Abstracts of the 34th FEBS 
Congress, Life's Molecular Interactions (2009) 212-212  
! Matokanović M, Malić A, Turk A, Čepelak I, Popović-Grle S, Barišić K. Hsp70, 
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(2009) 327-327 
! Matokanović M. The great potential of RNA interference. Book of Abstracts of the 
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Congress of the Croatian Society of Biochemistry and Molecular Biology with 
international participation (2010) 128-128 
! Matokanović M, Barišić K, Filipović-Grčić J, Hafner A, Maysinger D. Nanoparticles 
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apoptosis. Book of Abstracts of the joint conference of the Canadian Society for 
Pharmaceutical Sciences, the Canadian Society of Pharmacology and Therapeutics, 
Controlled Release Society - Canadian Chapter, and Natural Health Products 
Research Society of Canada: Multidisciplinary approaches to modern therapeutics 
(2011) 140-140  
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(Abstracts of the 36th FEBS Congress). Volume 278, Supplement S1 (2011) 466-467 
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and species differences. From molecules to life and back, FEBS 3+Meeting, Book of 
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! Matokanović M, Soldo F, Rumora L, Barišić K. Polymorphisms of TLR2 
(Arg753Gln) and TLR4 (Asp299Gly) genes and COPD: The Croatian study. From 
molecules to life and back, FEBS 3+Meeting, Book of Abstracts (2012) 229-229 
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FEBS 3+Meeting, Book of Abstracts (2012) 230-230 
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based nanoparticles for siRNA mediated Hsp70 knockdown promote apoptosis in 
cancer cells. Book of abstracts of the 9th Central European Symposium on 
Pharmaceutical Technology (2012)  
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Toll-like receptors tlr-2 and tlr-4 gene polymorphisms in patients with cerebral 
atherosclerosis. Biochemia Medica (Abstracts of the 2nd European Joint Congress of 
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Nastavni tekst: 
! Žanić-Grubišić T, Barišić K, Rumora L, Grdić-Rajković M, Matokanović M, 
Somborac A. Vježbe iz Biokemije 2 za studente farmacije i medicinske biokemije, 
Framaceutsko biokemijski fakultet, Sveučilište u Zagrebu, 2010. 
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POSTTRANSKRIPCIJSKO UTIŠAVANJE STRESNIH PROTEINA  
POMOĆU siRNA NANOTERAPIJE 
 
Mirela Matokanović  
 
SAŽETAK 
 
 Stresni proteini (HSP) pripadaju skupini unutarstaničnih proteina koji su eksprimirani konstitutivno i 
kao odgovor na fizikalni odnosno biološki stres. U staničnom odgovoru na stres HSP imaju ulogu stabiliziranja 
proteina i peptida čime promoviraju preživljenje stanice. Hsp27 i Hsp70 inhibitori su različitih čimbenika 
apoptoze, dok je glavna uloga Hsp90 osiguravanje aktivnost čimbenika uključenih u proliferaciju stanica. 
Sposobnost stresnih proteina da zaustave proces programirane stanične smrti i potaknu proliferaciiju predstavlja 
bitan aspekt njihove povezanosti s malignom proliferacijom.  
 Glavni cilj ovog istraživanja bio je procijeniti ulogu Hsp70 u zaštiti od programirane stanične smrti u 
tumorskim stanicama. U tom smislu ispitana je uloga inducibilnog oblika Hsp70 u fiziološkim i stresnim 
uvjetima. Hsp70, induciran stresom, pokazao je značajnu ulogu u zaštiti tumorskih stanica od stanične smrti 
izazvane staurosporinom. U svrhu utišavanja ekspresije Hsp70 pri fiziološkim uvjetima korištena je tehnologija 
koja počiva na RNA interferenciji, specifičnoj razgradnji ciljne mRNA pomoću kratke siRNA uklopljene u 
nanočestice. Dizajnirane su kitozanske nanočestice za dostavu Hsp70 sljedno-specifične siRNA. U uvjetima in 
vitro kitozanske nanočestice pokazale su nisku toksičnost, učinkovito uklapanje Hsp70 siRNA te učinkovito 
utišavanje Hsp70. U staničnim linijama Jurkat i U251N utišavanje Hsp70 omogućeno pomoću Hsp70 siRNA 
uklopljene u kitozanske nanočestice, prouzročilo je smanjenje vijabilnosti ovih tumorskih staničnih linija.  
 U radu je ispitana i antitumorska učinkovitost istovremene inhibicije Hsp90, pomoću celastrola, i 
Hsp70 pomoću kitozanskih nanočestica s uklopljenom Hsp70 siRNA. Učinkovitost ovog pristup bila je značajna 
u dvodimenzionalnim modelima tumorskih staničnih linija, dok su u trodimenzionalnim modelima bile potrebne 
povećane koncentracije oba spoja/sustava kako bi se postiglo značajno smanjenje vijabilnosti tumorskih stanica.  
 Rad predstavlja temelje za daljnja istraživanja optimalnih nanosustava za dostavu sljedno-specifičnih 
siRNA za HSP te moguća ispitivanja istovremene inhibicije Hsp70 i Hsp90 u tumorskim modelima in vivo.  
  
Rad je pohranjen u Centralnoj knjižnici Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. 
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POSTTRANSCRIPTIONAL SILENCING OF HEAT SHOCK PROTEINS USING 
siRNA NANOTHERAPY 
 
Mirela Matokanović  
 
SUMMARY 
 
 Stress proteins (HSP) are intracellular proteins expressed constitutively but can also be induced by 
various types of stress including environmental changes and non-stress conditions such as cell cycle, growth 
factors, development and differentiation. Under physiological conditions these proteins function as molecular 
chaperones that enable the function of different proteins. Hsp27 and Hsp70 appear to function at key regulatory 
control points in apoptotic process, whereas the major role of Hsp90 is protection from degradation for the major 
factors responsible for cell proliferation. The promotion of tumor cell survival is closely related to the ability of 
Hsp to inhibit programmed cell death during malignant proliferation. 
 The purpose and the main goal of the proposed study was to explore Hsp70's role in protection against 
programmed cell death in tumor cells. The role of stress induced Hsp70 and the role of Hsp70 within 
physiological levels was explored. Stress induced Hsp70 was found to efficiently protect tumor cells against cell 
death promoted with staurosporin. Hsp70 silencing was accomplished using the technology based on RNA 
interference, specific degradation of mRNA after binding with siRNA delivered into the cells with nanoparticles. 
Chitosan based nanoparticles for Hsp70 siRNA delivery were prepared. These showed low toxicity, efficient 
siRNA entrapment and efficient Hsp70 silencing. In Jurkat and U251N cell lines Hsp70 silencing with Hsp70 
siRNA delivered in chitosan nanoparticles significantly decreased cell viability. 
 The antitumor efficiency of simultaneous inhibition of Hsp90 with celastrol and Hsp70 with chitosan 
nanoparticles entrapping Hsp70 siRNA was also explored. Significant reduction in cell viability was observed in 
two-dimensional cell cultures, while for the induction of comparable effect in three-dimensional cell cultures, 
U251N spheroids, higher concentration of both celastrol and Hsp70 siRNA were necessary.  
 The results of this work present important findings that could lead into the development of optimal 
delivery systems for siRNA and possible in vivo research of Hsp70/Hsp90 inhibition approach. 
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